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Introducción 

Las proteínas son biomoléculas de gran importancia para los procesos_ bioquímicos. 

que ocurren en cualquier organismo y como tales desempeñan diversas funciones ':'"tre las 

más importantes están los procesos contráctiles: el tránsportc a tra"és· de membranas. la 

transducción de seña tes y 1a catálisis./ E:n todos estos pr~csos en 1os que pa'rt.ieipan~ tas 

proteínas. el de cata 1 izar to 11 cván' a;~~~º l~~ ~~-itt~~. 'siéndci. c5tas {¡~¡>~¿~_a·: l~ postre 

rctlcjan de man~· general el funci:l1~~-i~r1t~f g~-~~~ 'd~ 1:Í!; ¿ét\Jl~; y cC>.~§ ~in~¡;;;u".lleia 
de· todo5 tos.sislcn1asdcm~o dc1¿,:;.~~l~~:?,\<;.ti~{t~·~11~ii:i-~~-P~.cf11c;s,·.~~~?.si;~~~nta _<le la 

importancia qucrcprcscntá el 'cstú~io''ctctris'propfCiC!adcs'dc'.las'·proiC'iilas )''cr1' particular de 
-.... ;":'"· -, - -·-:,.··· ... ··---· ·,-. . .- - ' .:,,;·· -

las enzimas. Las enzimas propl~ti;t;ll~á:s~;{•Ü'h ~i~c;~ quc-~c cricuc'ntrii ~~ cqtÍitlbrio con 
,.'l' ,. ,_; - "" ~ .!~;-.o ' . ., -" -~. 

sus elementos que las conrom1;{1l;f d~¡,¡;za..;do'cc:n1 los amim:ióC:ict~'y las, intcracdor1cs entre 

estos al estar en un orden C> 's~¿ti~~~i¡ ~~c~Í~¿~: estas. int~~.;6i oncs sokdc varios .. tipos 

como son los pucntc5 dc-:hiJióicn~.::fu~a~ ele -V~n dcr w:~ls. polaridades relativas. 
-. - _, .. , 

clcctroncgativicbd-~.~~-- e~~~~-:~,~~: -- ·-~~: .. ·:·:..:·~¡.:·. ;': · · .' · ·. 
' '·. . . .· 

Un. buc11 MC>ddo~p~ra;·é;,t°ú'dia,r las diforéntc;;'propicda<Jcs de tas p~~tcirias. es ta 

enzima o~gluco;~iil~~6~f' 4~ra)o:d~~a~it";a.Sa '(<J1cN <5P0 •• d~a.'1,li11~a).'•,cnzifua'ctuci/cataiiza la 

:::c~:n~L~T~~~tf~n::~:Th~~TiJ~:~!"2:~1!~t~:i!~·~f !~Tu~l~:~~f~~~~f~<Jl~:r~~;ª:. 
::::.:t'i~~~~~~lt!'ii~,:;~~fu~:::N:::·:: c:z;:: :~:'":: 
confórmcros la_f.;~~·,:f:'(~~~.;r ~finidad) y la forma R (mayor afinidad). Al llevar a cabo la 

catálisis .fa enzima'. cidr';;biíiliu:-conformación. estos cambios ocurren en lapsos de tiempo 
" .. , ,· ... · ... 

muy cortós ·con lo'· quc:/a1 .final solamente contamos con dos estructuras definidas como 
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confónncros T y R. De estos confónncros se conoce la estructura gracias a la difracción de 

rayos X de sus cristales, que. muestran la transición entre un estado y otro; pero no reflejan 

Jos cambias paso··a··¿as'o:'o Erié~tas··trarisici()ncs:()curfcn üiiá grarica'n.tid:ad"dcreaireg1()5 

intramolccula~cstcÍ~c Csi:ári,as()~iad()~ .~()~ la ~isma '~attíJisis cnziO"láti'ca. pa~ra· interpretar 

cómo OCU~~~·;dt~;~~;g(~~ :i; •. ~~~jj~ro~··so~dils •ri¿:()r~e~t~'.~rL.~i~~~'*e~ífieo~· que 

proporci()~~n+~cliiik~~;'~J~:~~\~Jdí~~ :jo~l~~i~~~~;,d~r1Y~~~'i'i~5~·~~i;~~1i~~~le~ que 
-. -"' _- -~¡,::.~:--~--1 ·:~:~ .;¿.:;· ,-.,.;,.~ .-~ -~t:~;.-.~ "'-,- ,i ·. < •'. " ~-;:~---·· ~-. ·=·<~ '·' -~;).·.,_;.«· .. :"._,,,·":· .r·., -: ,_¡~~::,.\ · · i~ 

ocurren con dos difercntcs'ligandÓS (~~rivadofc inhibidor).: Para 'el ·marcaje espceífico de la 
- - •• \ ,\ ----- -- -y ,· ~:- ' • '"':;'' -' 

enzima ·c~n •. ,ii.:~~:ri'il~ aü()~~c~i;tg .s.6.'.~Ú1i~;~·tfüt.tj;f~'.W.'"'~6iüi~~i~~si~:<l1~~{d,i para·'ª 

:~:::::nt:eJl~fit~t[º~~kf~::lfe~::.~~!r:{:~:t~f~~~:~~t]t~r~t~J?.~1:~~::c::: 
este fin, comci-~o~ 5\J áliá::r~~,e~iviciad ~ l¿s••~pos ~c,·~~'jd~lo:~c 1á~ •Jfitcíriasi·uria ·longitud 

·<';~:i-~'='"- ;··y<f/,.>.' ·~, ;~::: '-':.·.-;_· '.~ 

de· oncht· máximaii!.; \itis~.rciÓn .(Á;,;~Úci.; 4S6rli:;i;·prcic;;~J¡;c~si'1'i.1id'.4<l ~~I~ pdlar:Íd3d del 
" '' ·"- ~ :e;/(:.~~-;;"· . 

medio y no intcl"fierc con los tluoróforos nanrralcs.'ctc\Ja>.cn~ma.(trlptdfanos: rirosinas y 

fonilalaninas). Gra.5ias~ ~te ~~o de ~o~~~·~~~ued~~;~~di'a~~ c~rreJaÚinar los aspectos 

estructurales, funcionales, ' ;i.;ic;~ambic~ta1"5 ; din~rrticos ~~ las enzimas de rnancr.i 

integrat 
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Abreviaturas 

ADN Ácido desoxiribonucleico 

AUC Ultraccntrifugación Analítica 

C~1E Centro de Masa Espectral 

dNTPs Desoxiribonucleotidos Trifosfatados 

E Absortividad molar 

EPR Resonancia Paramaiác.rlea_det·Etectrón 

FRET Transferencia de Energía por Fluorescencia en Resonancia 

Fru6P Fructosa-6-fosfato 

GlcN6P D-glucosamina-6-fosfato 

GlcN6P desarninasa o-gluc-:>samina-6-fosfato desaminasa 

GlcNAc .V-acetil-o-glucosamina 

GlcNAc6P N-acctil-glucosamina 6-füsfato 

GlcN-ol-6P 2-amino-2-desoxi-o-glucitol-6~P 

His164Cys Enzima Mutada en la posición 164; cambiando la His silvestre por una Cys a 

partir de la mutante descisteinizada. 

His164Cys-mbm Enzima Mutada en la posición 164, cambiando la His silvestre por 

una Cys y modificada químicamente con el monobromobimano. 

ITC Calorimetría de Titulación Isotérmica 

K, Constante de inhibición 
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k.:at Constante catalítica 

71.. Longitud de Onda (en nm) 

mbbm !Vfonobromobimano 

mbm Monobimano 

mbbm-Cys monobromobimano unido a cistcínas 

Rl\-tN Resonancia Magnética Nuclear. 

PCR Reacción en Cadena de Polimcrasas 

PDB .. Protcin Data Bank,. 

Phe l 74Cys Enzima mutada en. la posición 174. cambiando la Phc silvestre por una Cys 

apartir de la mutante dcscistéinizada. 
-·.,'····.·, ' 

Phel 74Cys-mbm Enzima mutada.en la ¡)osición 174. cambiando la Phc silvestre por 
~ ~ '~ . ; ., . ' 

una Cys y modificada quími~arii6ntc con el monobromobimano. 
. . . 

Serl 71 Cys Enzima mut~da"énja posición 171. cambiando la Ser silvestre por una Cys a 

partir de la mutante dcscistcinizada. 

Ser171Cys-mbm Enzima.!V!utada en la posición ·171. cambiando la Ser silvestre por 

una Cys y modificada químicamente con el monobron1obimano. 

SPR Resonancia de Plasma en Superficie 

Tm Temperatura media 

'\VT Enzima Silvestre 
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1. Marco teórico 

1.1 Generalidades de las proteínas 

La composición quín1ica de las proteínas ·es relativamente ·sencilla: son polímeros 

lineales compuestos por 20 diferentes arninoáddos. enlaz:idOs a travé!s de uniones 

pcptídicas. cuya secuencia determina su identidad qÜímicay en Üttimairistaneiii' s~ tbnción 
.. :. -- _·,,'.'_-.:_',_,_,.,> __ ·.:: •• : __ :·:-:,:.c.":'.,,'· .. -~-~.·: ... -.. ;·_":;_,~":::_~--~,;;\ :-

(Goodscll. D. S, 2000). Sin . embargo' hirñíndón de' las proi:éfrias; ;su cfü::icncia y 

espcci ficidad de. interacción; depcnderi n'i~ di;cct:Llic~~~ ¿¿ l~ ~6üf-..;¡'.ri:;~8ó~ q~~'ddoptan. 
es. decir del air~sli:>.csr'~aeio~tié:mb~·dc l~·.caci~ri; linc:i1>~c}riliJ·§~Ji~i~~·}i.~qiie sé'cónoce 

como csmié:tur¡~i~~~1ii~·~~/8~nfo~~~ión·.r.:iti~'.a:"u~~:~~~~~{á~~~id~ d~;~~~icína 'éonsfa de 
'-::', ,:;:,·-" .~ -~-.. -~ n; ::.;;·._-··· .,. ;,~:,~> 

varios cientos d'6 a'riliririácldos. por lo .qtiC:. restitta sci~;uri•é:C:,~pt6jísi~c{~sistcci~ co.'.i :,;arios 
'·': -, --~·-; ·:-:¿<· ;; :-;·•·.,; 

miles de ·át2iri1c:í~~·E:;,;'~;_.,ri),:endeT1íC:· ya qiic en )ii.s célul~~ci~istckri1i!dsde'~rc:ÍtC:íri.lhifrercntes 
. • .- :. . . 2 . • , .• ; . .. . ·. • . : • ' . '. . .,.,,. ·; .- - ~ _.,.; .. ;_ . ·. -. .·. ,~ - « .. '·' ~.. -- "":0-· .·.. _. .. _.,. "' . ' -- .. '·". '. ' 

y cada u~a: ~e e~§;,\icñcla capacidad de liev~r'.;il::~ÍJ~;u,~~·t;.a;;~j~.~s~~';;:ífie~~p~~·cijémplo la 

capacidad ·de ·.r~'.11,i~~<~r~césos con.tnÜ:ril~~·cl ~~,s.~,'.~~ ···~~1§tcf~~'1j·~.v6~'; d_~Im'.~i;n~~nas, el 

establecer.· ~~n-f~~i~ació1 .· · ériü-e · ;~s ~if J~;i~s:. ·;~~~b~;."ii:tgs;: <::~1~);;c:~¡·;':'.C:1 {d~ é'1talizar 

reacciones La 

funcionalmcnteféompcitcntc:re'ciuic'ré\qlic~iai.:cadcna··polipcptídiC::a:.adqüi~ri.:·.-5u5c5trüctura 

nativa p.;t"a;P"C:~iti~J1~~.i\~;~~ci6~· C:~~~·7 ~ltios de la cadena; cstossi~6~fauddC:;;' eStar a 

distancia·.~eJ~:~~·~~~~t~if~·,S~;~11n~-ucn~s aminoácidos. Cuando···to~J;~fr'!j~6~~ciones 
entre· los· distintos.;;iti.os;élci la;' proteína· se han establecido se llega al .producto final; una 

molécula co~Ü~~.~~§ii}~~ilcrisional precisa y funcionalmente corrÍ~ti:~te'. 
En muc!tW;':f~roteínaS, la estructura final se forma con una sola cadena de 

aminoácidos.~a~~t~!ti~~d~proteínas se les denomina monoméricas. Sin embargo muchas. 

en rea!ida.i::i 1~ m-'1yorla de las proteínas existen como oligómcros (Goodsell. 2000). Estas 
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son el resultado de la interacción de entre dos o más cadenas de aminoácidos. que han 

adquirido sus respectivas estructuras terciarias. Dentro de las proteínas oligomérieas las 

más comunes son lás.diméricas. y dcntro~Clc estas· las horilooiméncas (formadas por dos 
., - -_.' ,_ 

monómeros idénticos). pero existen proteínas .. que están formadas por. más de 20 

monómeros (Goodsell. D. S. 2000). 

1.2 Las proteínas desde el punto de vista; ev~lutivo. 

La información de los genes se exprcs'a primero. · de. una manera· lineal en la .. -· . . .. 

secuencia de las pmtcínas. de acuerdo, con C:i có~i!i~ gén.Stico.' pero la fun;;ión codificada 

sólo surge dé la estructura trlcli~~nsion,al qué las protéína~ acloptáÍt. M~ aún; incltiso la 
: ..... .-

estnictura en.· sí• mi~ma no. rc~ct~''d.itc:ci':imclitc ;,\a fun~ión:dc 'ia 'prot~ífl'1~. por lo que el 
<) ·;.· ···'. - . '.:/.'.. ·'-,é:, ~·, ·' ; .·.-·;•:_.·. 

problema ';;.crda'dc~~dc '.ct6ctücir/Íll.~ri:tflcióri'"~ 'p'!írtir[d.(: :sü.séc'ücncia¡cs ,·t;;davia más 

complicadti.· Á t~;.tti;;~d~ir.c~i¿;:'pbSo~part;:; tos.~é~~s y ~üs ¡,;~~u'cl6~'~ori'e1:rcsiíttadti del 

proceso.·. evol u;fo~.:Jf~:~z;I :ri~r¡¡,~J¿e:;;o~;;.o~gan;srn6s; 'gl1ar~~~:: rctiicib~;~,~ pc~cctamcnte 
·'<,,~ó'..;-,'-.,~·C)';•~ ·."~,., :!-:~.;¡,:~:~>:,?+;, '• V o •,;,,> <: ,') '" ''' 

discérnibtcs Ci~s' ... ~.~§1!Í"~5l~:{€h~f§~i~·~;:~ci~U,s .. ·.anc.:srros (:omuii~~··lri.:!1:1so\dc· manera 

cuanrificable~;Si7cÓ~t8:mos:·con:lá;5ccu~n6ia de una proteína, .dé.ta·cual ·dcsconoC'émos su 
.·:,_;zo-~;:;..~~-=-~~.;,=-_::,:.;:¿~:·~''-;.;7;'~;-··"·· ---- ·2~;-=:~.·_,:~-¿--1;._5-~_;.; -o------ - -- - ·-- - " ---

función, el pri;,,er p~so ()l:>tigado es I~ inspección de las ba~es de dat~~ d~ s~cuencía, para 

detectar alguna otra secuencia con suficiente parecido. Si se cncu¿ntra. tal secuencia. de 

inmediato podemos inferir por homología que la función de. nuestra proteína está 

relacionada (incluso cercanamente) con la de la proteína detectada. 

1.3 Estructura y dinámica de las proteínas. 

La determinación experimental de la posición relativa de la estructura 

tridimensional de las proteínas. requirió el desarrollo y adaptación de las técnicas de 
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difracción de rayos x· a partir de cristales, estas representaciones estructurales pueden 

realizarse en unos cuantos meses en la actualidad. constituyendo un logro extraordinario. ya 

que proporcionan una gn!n:'carit_i~iici"Cic información: También"sc. ~ª illc~.fPº~.ctQ:ta técnk:'a 

de resonancia m ... ~~rica nuclear (RMN) a la irall caritidact. C!.; herramientas ·p~ra determinar 
~ . . • ·~ ', ·- - . - - .'_., _. -- ·- : '. 7 . 
=~ . 

:::::;~9~~~~·fJ~~;i7:~·~fffJi~~;t1t~~11~~i~f~~~,;~s;~z;:~ 
;:::::r0~t2f·~@J~~~:g~~t~~ti1~i~~~~flit1~r gfrj~IrJ~~~~~~l~·::tc::: 

• ··- <""·· .,-, .. "··.'" __ ,,,.,, -~--<i~·-:;¡::\:-'".,_1j~1"·-.::.,!'<~- _., ,. ,-.".~r .. ~-:E-·-· "-·:--·-~,-" .... "-. ;;-~>:"-''~·>:'-· __ ,_:,: ... · 

::,:::JZ~.~:~{~i~*~~~~~~~~;1i~$i~M!ij~.~t:11~:·:: 
uno de los·átom.~~ d~; las p~~téiiiia.;;~~n"~t 6spacio iri~i;;:;d~i6i:i~t~~- en ~62ri~'~¿~b~cia de las 

--1·''.'' ;;'_ '.:;:.::·:_-: ~-; ·-:{;··~-'. _:...,,,<: ,'·;~_;::. . ; . /~~") }.~:/ ,, -<->:i.; ;,;;.;' :o:,;.- \~~;::~ .. , 

distancias····quc .· lt:iY-~,c~trE (cito.~?·· ~ó', pcTllii.tc/ •tiacci;•, .für~~n~ta:i ;· ~azo~ab1cs·••· sÓbrc tas 

interacciones .q~~. ~aÍlticn~ I~ cstr.;ctu~; cfo¡;1a5; ~téÍnas;: ;;~:~~;J1q,;¡(")~ligandos 
.. 

interaccionan con ellas. Sin embargo. las profofiias so;:¡_sistérna'smÓlcculi.~s tan complejos. 
e ' .. · " ., ·,, , '<: , ' ;·., •.. ' ~ . -~,- .. ' .·. ' . - , 

que todo este conocimiento no es suficiente. p~ p;cd~~i~'.>~~~arrl; de la· secuencia de 
'· ·- ·"··· - ., .. , .. 

aminoácidos. la estructura tridimensional y sus difcrcnt~~- funcio_ncs~ . 

1.4 Ingeniería de Proteínas 

A partir del surgimiento de las técnicas de ADN rccombinantc. hace cerca de 40 

años. se inició una revolución en los enfoques utilizados para estudiar prácticamente todos 

los fenómenos biológicos, el estudio de las protcinas no fue la excepción. La posibilidad 

creciente de aislar. caracterizar y cspccialmcntc modificar genes, dio origen a formas cada 

vez más poderosas y sofisticadas de indagar la relación entre la secuencia. la estructura y la 

función de las proteínas manteniendo una estabilidad. Así mismo, las herramientas y el 
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conocimiento sobre estos sistemas han potenciado en gran medida, la posibilidad de 

utilizarlos con fines tecnológicos·. Al hablar de ingeniería de proteínas, nos estamos 

refirfondo a lámodificaciÓn-racfori:il y ütilitária:dc estas m:ii.""romoléculas ccntralcs-e_ritodos 

los pr~cesos biol¿~¡~.;~; C~n ~~--in~ici~~ el q~Ímico hol~ndésMulder -füc.q~icri·dio 
• • • ',-_, 'r• -~· - •, ,•• • - - _, •- .,, ,;.• ;• ' ,• '-;:_\ ', ' • ';C·.~. - ., • • C '- ', • •'.' -•- • 

.~.·-.• -~:. '''::.·, ·~·r ,.·_:_:,. ~·i;.-. ,~V 
·que: significa: 

pri~orcÍiál ___ o --~~~"~)~j~~~~-~~:-~-~-~§~~~'.~)'# '-~ ;,~~;?:· .. 
··'¡",;, :i:.:;;':· ··;,-.: ·- '. ·- -·· .. ··,"·¡ ._ 

Lá .• ingcriicrla'{dc.ÍprÓtcíiias, ¡!s Ümi; podéiosa h~i~nta . de gnm ··utilidad' en la 

actualidad._ya'Ú1t~ ~~~ _- ~éc:;.:;.:- co~o la~-mutagéncsis dirigida' por oli¿oriüdi66tidos se 

~~}±iif l?l1li~i~f iii;i~~~~ 
y con ello iC:~1ru:;¡..;:;fü..;ií'~~~ii&i'éi de: liria ¡:>iotcin.i. (criz_ lrn~); C:i e~~-~ J~; I~~ mecanismos 

.; , -. ,;;_:¡. -~~-1 v_,--~· _,;i ,_ "-" • ,; · · -

:-.:::~~~:~~;~~~f~~~~¡\~~:~Ef ES;t;:;fUi','.~!~:~~~::: 
termocstabil idad de I~. prC>tcíri'ai;'.)r,'ci;; I~ q\l~. se 'rcflcTÍ::; ~I ~pccto<a~Úi:~c:lo'. lai in~criicría . de 

--· - e- - • - -- • ~-:'~~-:.:-'·'.o.~-~.-,.-"'o .~.e __ -;,.:;·~:. -•-::_-;;·_·oi~~;,-- ~~,-'!:"'-'--;' - '· ·0-·:c~ ·•• ·•°"'·-'·::c·o • ., ,_<c--·::~~;-o';-'_-;- ··-'=e--·•· · · - --- -•·-~ · - - ·· 
·-

proteínas es utilizada en el diseño de fármacos,. dctcrn1inantcs anrig6nicos:.·d~rrollo de 

terapias genéticas e inmunotóxicas. Como se puede visualizar esta• hcrram.ici:ita es de gran 

importancia en el ámbito cicnrifico para el constante avance tecnológico de este (Jan B van 

Bcilcn, 2002). 

1.S Reconocimiento i\-lolecular y Catálisis. 

Las estructuras nativas de las proteínas determinan. que la cadena polipeptidica 

presente arreglos de residuos de aminoácido en posiciones definidas en el espacio 
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tridi1nensional, más aún deternlinadas regiones de la superficie de una proteína que pueden 

contener densidades de carga electrostática; influenciadas por la estructura completa de la 

interacciones entre· los 'divcn;Cls clcn~cntÓs cic·cstructu'~S.. dctc'Tnlinan una. mayor o menor 

flexibilidad;'' en algunos scgmthl'tos cs¡)'ccífic'os. de lii cadcna-poÍipcPtidicai' La supCrflcic de 
,-· , ,· ·, .. ~•;r~-·-:~i~, :.:+/º >:·~·:~'.~-'. "-:.~r·:. ·, '. .. (~?.,. ~~¡:. ~.-· '/'~::~·,.:. '": :·:· ::- :-;~<·:::-:.,·;:f:·,~·~··r;.:'3.'.i~;:·.~ .. . ~:~t;. ~:!::,~~.::· .. ·:·~-t~·_·: .,.:·:.5.~iL :,·_.:,~:~ ~"<"/:·:. ~- ~·;;_;_·;_: --,_<: ~ -~. , 

una protcinaglobular /con.'s\u;(hendiduras:y_movimicritosJoéali:iS;.constituyc un .. tapiz en el 
'F -~ ' '·' ;. ' -: ·' . - >.~-~::: ''0 ' ' ' ¡/-! ·":· ::· ,'. ', :·:,':. ; ,·,·._·_ - 'v.,..·: \_-~~\'i ,-

que la ·.· nanJ~l~a'} pu;:id~/.Ciiti~.ia~i,in~üri'JC,:a_~l6. i:>.f~C>~í?Sj ; E.s!os; i>~ti:;;:~c;; '~esJ>c~íficos de, 

entidades ... hidró~c;bicasi'~ '.con:'carga ·~élcc~c;:;~tica. ~cion~doias ~ ·Üc~~iJ~:; d6/l'~cntcs de 

hidrÓgen6 •· t~l"gfü;~ ~st~¡;¡~~~r·;:'urla(:coTP1.cn,cnta;C::d~d~c~ \fo~a'ry<~';.;p;~íid~ con 

moléculas . gi-arié!cS';,y· petjÜcft'a;.. es dcí::lr . determinan la capíi~idad 'de rccon.;éimicnto 
,. - . ~ .. . . - . . ' . . . . -- . -· ' ~ . . . . .. ,,._ 

molécular. 
-. ::-:",:. -- -· . - ,,_: . " -- . - ·. '- ·'., -

La mayorl~ delas.reacciones qud ocurren en·'º~ sistcm~s ~hro~ son cataliiadas por 

proteínas. cono6id~; co·~ el. nombre de c.nzimas. Estas<C::ttzimas:ticncn un.a particularidad 

muy notablcrcl;¿i.Jl'la~a cori clrcconocimicnto mol¿c~1ai antes 'ri.~ilcioriaC!ó. tíi cual es que 

no toda. la Í'riolé6ií~'dd pr.;tcína presenta actividad C::ab!JÍtiC::~ •. ;in~:¿nÍcdTllcntc una ~gión . -' - ----- '· .. :., .. : :- - ,.;:---·_·_ -·--- . .:. -.. -_ . - -- .'.' -: ---- ---- ,_-::;:;:_:.·:-· ':·-' :: :- :-,.: ... :::-. -~----=- -~ --.-- - -::· .. --

relativamente pcqu'cña de cadenas laterales ~de amino:Íbic!os';:1a.cual :5c~denominasitio 
: - .-.. ;..--=:-·- --.•. -- __ ,._,: •' - .. •···,:,-;'-'"-·.-~.,_-_·~•:·.c.'"' _,_,·.e...-e-...'.·:.. 000·.·. ·-~.~-----C /o --· - ' · ··-

activo .. Los ~d~~ni~m~s de reacción de las cnzlrn~ s~~ ~,~; corn~l~jos, implicando un 

númC::ro de :'~i::ipa~icJcmcntalcs cada una :dC:: 'í~ cuales, pueden incluir interacciones 

compleja$ e.ntrc varios grupos de las. moléculas de la enzima y el sustrato. sin embargo estas 

enzimas no· sufren modificaciones químicas irreversibles durante Ja catálisis. En las 

reacciones catalizadas por enzimas las velocidades de reacción, así como los nlccanismos 

se ven afectados por cambios en la concentración. el pH y la temperatura. La eficiencia 

catalítica de las enzimas es cuantificable por la actividad enzimática, la cual es representada 
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en términos de la velocidad a la que cursa la reacción, y expresada en la kcat definida como 

el número de moléculas de sustrato convertidas en producto por sitio a.ctivo de enzima y 

unidad de ticmpo:'cil'condiCioncs'dc safuraciÓn oc 'sustrato. 
~'-~ -.. ~---- :=~-:-<~->-- -,_ '·-- .. -:::_. < 

por·• dctc.nninaciones Con . los, ~~r1k~~~cs : a...:all~cÍ> , '7rt Ja ,, colTiprc_nsió!1• ·.tanto 

experimenta le~.· é'orrlO' p~~ ~'fin~liició,:;: 'de h~' irit~cciohes c,mC>16cularcS se. augura una 

creciente. capacidad para utilizar la informai::iót\ e~tt"tl,Í::tÚral óde protéín~ •. para comprender 

también las interacciones con otras sustancias y 'como· elemento· clave para el diseño. de 

fámmcos con base en una molécula blanco. 

1-6 La regulación alostérica 

Los cambios funcionales que son la .base estructural de la regulación alostérica se· 

deben a la existencia de confónncros con propicd~dc:S ligantes o c~tálíti~as diferentes: y 

que están en equilibrio entre sí. Las erizi...;as alc>'st6-icas contl"Olan ~uchos procesos mediados 

por proteínas que son cscnciales:paÍ':t.ia;f~rléió~;i~1~)~;'\P~tZ 'Í99Ó):"'É;l'.~jucgan un papel 
:i~' ~--~.j. - . ;:_-,- . - "-'· .. ': . - .:.;· -·., -·, - -·. ' - _,_ '>' ' . -- . • . 

importante en diferentes~. p~~;'/t~I~~· ¡:~rilo, la ;ic~í¿c_iÓn ~6t~bóti~ l~'.rcsp~l:Sta de 
',. _::.;:' ;. ,... ·--":: . .- .-;~,-_>;:_;.-;><:·' 

receptores, la cxpr~ión de'gcnCS:;•{el;',plegamiéTltó>deproteínaS asistido por chaperonas y 'ta 
-.-. ~,.--!...' .. ·;:-;-"' -o:c.-t--'\'º>··=>c-., _._·,-.·~·-~;=·2,-:~:.c·;~ :,;.·~-"'--''·~·,-co:-,-_~-~~-"-'"'-''-"-'o;--_ -···- -- -.-.. · -• · - ·- - .-_ - -

comunicación ::i~i#cc'1~ta~:;L~ J.ci~t~~iÓ~ Ct~ .. I;.,, · !'Jl'O~icdades de unión de una proteína 

alostéri~ pi.J~dc sl;:.::Ci~~rii~ como un equilibrio entre dos diferentes estados conformacionalcs, 

uno con baja o ~Úlá afinidad por el sustrato definido como estado T y otro con alta afinidad 

por.el sustrato llamado estado R. La transición de un confórmcro a otro involucra cambios 

cstTucturales a nivel cuaternario, lo cual promueve modificaciones locales en la estructura 

terciaria de los monómcros, dando como resultado que se alteren las propicd.-.dcs de unión del 

ligando. 

1 
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La transición alostérica implica la comunicación entre regiones distantes en la 

molécula de la enzima. lo que requiere la transmisión de señales confonnacionalcs dentro 

de cada suburiidad y entre las~subunid;¡d;;;;¡';dy;ic:c;.;tcs. 

1.7 J\.Jodclo de estudio de la tr.Ínsi~ióo alostérica de la GlcN6P desaminasa. 

La GlcN6P dcsami.:iasa\i•~i-_';l'·~~i~a que se utilizó como modelo para el marcaje 

con sondas fluorescentes. ;;~\-~~c'.,~cAta·' con propiedades y requisitos como son las 

estructuras cristalográfiC:;.»<li;'ii~'~~:ci~ró.::roeros, poseer ligandos diferentes. La GlcN6P 
:··'."~!:"' ., ;. ' :::?:' 

dcsaminasa catáliza' Ja;ci~o~cniaéióni§ dciarninación · de Ja o-glucosamina-6-fosfato 

(GlcN6P) para fo~~r'._~¿t¿~ ¿"tró'Sia':~;~~iü6P.ry'ámonio. La enzima en su forma activa 
;·~i;;. ·.; ;:/ ;: :---/~:,~: ·<:: ~,: ' •;:. ,,- ·">'.''.'-~·;,, "'.;"; -~J - • ( "",'.ii 

es un hexámcro que p-icscrita'266''a~inoáciciO's\pcrmonÓmc'ro con uri-pcso molecular 29.7 

kDa. La activi~~-ide 1: ;cnzi~i;cst~:;i~:~~.: 'po> ¡;¡ u~ión; del acrlvador alostérico N-
~:·.\:: .• ·->;:"· <. ~;~;7;·. -~ .:.,.':. ··<": ~·:·- ;·,o-; •. :. 

acctilgluco¿arnina 6:.'.rosraié>. cólcN-A~6pj:c•-·· 

La :61c~~~.;-· d;¿a:i-~;a~;-,c;~ Jn~' •cnzlma alostérica cláSica. que. presenta 

coopcraÍivldad .. ~o§(,1T_?J>i~~'.~Ji~~~jco~~~sp.;éto al susrrato GlcN6P, y es activada por la 

GlcNA~6P;~()r1''~ii~i~;~c;6ii::d,é1~:~~~ri"ici~cL-. 

E;· ;~~v:~~r:1,~it~~:.?~6~i~ ~/~rc&~o de aÜméntar la afinidad aparente de. fa enzima 

por la GlcN6P:'(c:>.1~;¡=;;:;6P,•cr.t~1'tri~tidoJnvcr8Ó);_10 que se acompaña/dé la pérdida de Ja 
- . ,;.:,,-.. ,,· --~-':..:~f _,.,::,f•~::;·-: .. '\{;::·:-,:-=--~f:~ :~f:.-·:.-:::::;.- --·-:º.~- ---.- --:~-.-_.-.- ... : .. ·- --.,-, ;. :~ .'.:;· -.. :;•; · .: ,.,_ '. · -.: '.;·.~:">, ·.·",' ::.·.,,·:. · .> · 

cooperatividad hoi1l()b'ópi~' Á cillncentracfones. ~iu;arites 'Íica.;ti~~d()r. la enzima presenta 
s :.~:~~-:· 

una cinétic~ hlp.,-;i;w.;~5 
La Cstru~~ 'crisi3.tográfica de la enzima·: fo..'. ~icÍJ're~iJci·¡'i,i ha nivel atómico para Ja 

·..... -: ·,·~; :.¿:~- .. \~j\~- ··~;:::: ;~·,. '., ._,, 

forma T y Ja R.' presentan un arreglo de hexám~ (sc0Ís:mortÓ~Ct=Os idénticos) definidos 

como un dímero de trímeros con un eje de sime~~d~d~J~;·w:~y'tres ejes de orden dos, 

perpendiculares al eje de ordcm tres. que además' Cil.1Zilf1 'el e.entro de la molécula. La 
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estructura presenta un dominio a./(3 abierto con siete cadenas paralelas tipo 13 en Ja cavidad 

central, rodeado por ocho hélict..-s tipo a., además presenta tres cndcnas (3 en rom1a 

antiparalcla, entre <los di! estas cadenas P plc!,>adas se cnctl\..--ntra un héli= a. {figura 1). 

A) 

C) D) 

Fii:ura t. Estructura cristuloi.:;r.ifira de la GlcN6P de~an1inas:1 a 1•0trtir del archivo POH 1 CDS .. 
A)cstructu,....1 n1oni1n1crica, U)cstructur.1 din1crica, C)cstructura trin1crica y O)csln1ctura llcx:inu!rica. 

El mecanismo químico de la reacción catalizada por la GleN6P desarninasa fue 

descrito inicialmente por Midclfort y Rose (1977), analizado en términos cstTUcturnlcs por 

Oliva y col., (1995). por Montcro-Morán y col. (2001 ). por mutagéncsis dirigida y 
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modificaciones químicas. El siguiente esquema muestra la visión actual del mecanismo de 

la enzima (figura. 2). 

SOL""IE:-;T . ¡ ~-.:: :·.: :·.·.: :: ·.:·.·. ::·.: :·. :·.:. ·.-.::·.: ·.·.: ·. ·.: ·. ·.: ·. ·.: ·.-. :·:.: ·. ·. ·.: ·:.: ·.: :·. ·.: ·.-.: -.-.-.·.: ·.-.::·.::·.-::.·,·.:·.:::::¡¡ 
C-"."?-c~:' ·I 

-~·• . ~ ; r li.W• '.· / P'49 i i 
• """_.. • . <Y. _,,. • -' , ..... crn·F. "'TE j ¡ 

~~~~· y :+¡ 

- ---¿¡~--~ .... D., ·-·'ir:~ ~ ... ~'C4> ~-~ "" ... º0 
e-~- . ._ r ,,~- e--:~ ; _ ,., -~ 

-~:::::: r27""..... ?-7-.· ~ -- - -
..;?./í.-··· 
~·-• 

' 
~-

1i 

I'"' 
.. J -: 

~ 

El mecanismo de acciór't de· I~ GlcN6P i:les'..:rninasa de E. coli. tiene los siguientes 

pasos l. Apertura del anillo de piranosa de la GlcN6P. la cual queda unida a la enzima por 

su grupo amonio. II. El carboxilato del Asp72 sustrae un protón del C2. III. A la vez que 

ocurre el paso II se lleva a cabo la enolización entre CI y C2 del aminoºazúear (formación 

de un cis-enol-amonio). IV. El protón del residuo 72 se transfiere al át~·~'()·:·dc ·oxigeno del 

carbonilo en el CI. V. Una molécula de agua reacciona con el enlace K (Cl=C2) del 

intermediario cis -cnolamonio. VI. La carbinolamina formada en el paso anterior pierde el 

protón del átomo de oxigeno en C2 (hacia el carboxilato de 072).VII. El intermediario es 

sumamente inestable y n1ediante un mecanismo conccnado. el alcóxido formado oxida a 

C2 para formar un carbonilo cctónico y liberar amoniaco. 

,-----;¡~-¡-, ~:---.-:--;r~77---, 

1 ,1.d. ; .... ·;.1 
• ' • l ..... _: _J •• ~ . --
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1.8 Interacciones intramoleculares en proteínas 

Las superficies de las proteínas juegan un papel clave en su función biológica. 

consecuentemente la estructura de Ja superficie de las proteínas es la base para predecir la 

función a partir de Ja estructura de las mismas. Uno de Jos principfos. observados en las 

interacciones proteicas es que muchos lígandos deben competii.i~o~• el•;:~~ ~-'. pequ~ñas 
moléculas en la superficie de las' prÓfoínas. Jos cuales, adcmáS{debé~i.:co~~~l~mentar ias 

·~'::>· .<:r..\;; '.:«:·~' ,~:::.::" . 
interacciones a este nivel~ para lo éuiirexistcn una griió-varie~d cié}~cniciis experimentales 

~~\,:· ;"_~ -,,_, : .. :_,-- :;:;":.··: .,,: .. 'r.-·· .... ····:,:, .J::_,·::."•:~/-.:-,,;;j' .. _,,. __ c..·C"·, .. 

y Modeloajes_ co~putaclonalcs; pani'obtén.;~una idca·.de que intcnrccion'é's inlt;.moleculares 

pueden. prese~t:i.~I~ .~~·1¡¡~~t1~;~~i;~.:~k:~:-:pr6~~ín~ r~ia6:8~:ndi. 1~;~h~~~~t¡·~~ ~stluctura1 
de estas interacc¡o~es:las é::ualespucdc~ c~~bi~r d~p~rictib~d¿·d;;;I~ mC>16cula~. a enlazar 

·, -· .. :·-~ ·.:;~:e/ J' ·¡~-' ·. "": -. 

(Huben: w.L2oooj./ 

·• La·;caractl!~~~ción: de las i~te'.racci:ones prot~i~a~l'rC:t~í~.ª o· pr~teíl1a7!igando 
puede ··lle:Yi.t.~ :il; cllbl>.iexpenrllentaÍmente •. 'sÍempre y,cuai'ido s~a· posib;e .·tener ··tanto. la 

proteína como!,;{; ¡¡g'~~dl i>iiros y cstabies· por n1ec:lici icie. di rc~éntcs . i62nicas .•como por 

ejemplo NMR ~~cl~arMa~etic Resonance;, SPR. (surfaceplas~~n-~c~:ruútce),_.AUC 

se 

(Analytical ultracentrifugation) acoplado a un detector óptico. ITC (Isothermal Titration 

Calorimetry) y fluorescencia (intensidad o anisotropía), (Blow, O.M. 1992). 

1.9 Espectroscopia de fluorescencia 

La espectroscopia de fluorescencia se fundamenta en que una molécula excitada 

electrónicamente puede perder su energía de excitación y volver al estado inicial de varias 

maneras como las transiciones radiativas y no radiativas. En este caso nos referiremos 

exclusivamente a las radiativas, que son las que corresponden al fenómeno de 
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fluorescencia. Dicho en otras palabras la energía de los fotones absorbidos son emitidos 

como fluorescencia cuando se produ.cc una transición radiativa (Lakowicz • J. R. 1999). 

La fluorescencia en prot~Ín~s tie~c una·gran scnsfuilidad pll¡,sto que el limite de 

cuantificación; se cn~ucntra/, alrededor/ d; ;agnitudcs .~e ·.· .'1ª~~rí1~lar • e 'inc~usive de 

picomolar dependiendÓ d~ la iritcf~cci,~~.~ cu~n;iflc~~.} d.;I_ gri¡'d~ dc'afii.i~d ·que se tenga 

ya ·sea pr~~eín~-pi:~t~í~~;~··p~otcí111l-Ügllndo:(~~rgs~o;n. -~,.:1·~~9 ; St~vc~ E: Mansoor 
. . 

2002). ·::'.· . ,: .·-·. . 

El ticmp~, de rcsol~~ióJ1 'ctc la · flu6~~s~~l1~~~- ~; !~~ ti-iptof~no; de las·.· proteínas 

utilizados para analizar curva5 de titulación a bajas concentraciones. Una ventaja adicional 

de la técnica de fluorescencia es que pueden ser complementarias a los experimentos 

cinéticos así como el estudio de las interacciones in situ e in vivo (Edward M. Kosowcr 

1986). 

1.10 Introducción de sondas fluorescentes y paramagnéticas como una técnica 

alternativa al estudio de la movilidad o flexibilidad en proteínas. 

La fluorescencia es ideal para estudios relacionando la estructura y la función de 

proteínas, debido a los cambios de los parámetros espectrales de los fluoróforos de acuerdo 

con la accesibilidad al solvente, cambios en la polaridad de medio. o su movilidad 

(Lakowicz. 1999). Sin embargo, no siempre se encuentra el fluoróforo en la región de 

interés (triptofano), este problema ha sido resucito por el uso de técnicas de mutagéncsis 

dirigida combinada con la modificación química._ (introducción de sondas por marcajes 

específicos) Bergstrom. F. 1999. La ventaja es que ambas técnicas se encuentran bastante 
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difundidas y los costos son bajos con respecto a la cristalografia y la RMN. otra ventaja con 

las sondas fluorescentes es la selección de fluoróforos con tiempo de vida mayores al grupo 

indo] de lo~ trlptofanos{reqüericic:> en eS"tudios~de ~nisotropía)~-ó"~én la s-étcC'C::ió-n de las 
.. ··-·-- .- . . .._., '-·';·'· ,- .. - - - - '" - ·. ' ' - -· 

propiedades csp.;ctroscó~ic~i¡dcl fl~oróforo?~ra que no intcrtlcran ()·S~ C>Cultcn'sus señales 

Pº~ Ia n~~~~~.~fo~iH:ii~~i~~~+:if-~:;;~füt·~~-~t2~~~~e;~t~1,~b~~h~i'i~s~~-::;ái;~cio~a1 .. 
de las propiédades.~estructuralcs·a';estUdiar,)<ahorrar.,trabajo:·cn:construir,·mut~~tcs-.en sittos 

;__ ; :·.: :::.:.~.". :_¡,~-:·;,.:·-:::,i:::::. :-;~~:~·.::'.,.·_;~-:::Ú :,.;)--::.'..-.; _.::··;::{-'!::{t};.<}-~;;_: J<:::/2; •.-;:e~,{~\:;<¡;:;·-::·:.·:::?:·(.;•::·:~?·.',.'-;~;~~-:~::··;.,'.;,~~-:·>,)~~);: .. ·.;~.;.~.:-;·'.:.~ .. :,'<:,·. ~'.:.: -''.: -' 
específicos· é¡ue)!limirieri. residtios:'aroníáticos; élcbidó al: ncsgc) adiéforíal.idc' cambios en las 

propii:d~~c~ ·~at~iíiia~fa~:i~,~~i~fi¿~; ds~dÍar.'';o~ vc~~~J~ ci~\~fr~P;;:,t~~hii'."'1íeritc> de Ja 

técnica_¡d•eJi'.~r~f~;t2~~i)f .H}$~·1~i~í}f:~Rt~fi?~~l~f fr®~l,·~~f/~~~-it0~' ··~~<ljt··. distancias 

moleculares en~cdominio~ _·de una'proteÍlla(Selvin; P.R:~·nºº>,··. _· 
E~~clio~~};~~i~~;~s ,.:so¿~/1~-~~~~~i~;~~'[¿~t~~i~¡~~·t~a~~~~o~ ·de>. máxima de 

<''f:-, , .. ·.~,¿ -:." -. ,. ,:; '::; ::.::·. :· ':: .-' ::is."-·;::;·: -- ·' :·.,,.,.,·-~, ... ·.-

::~:::a; a·~::::::;:~p~ÍÍ~:::d;e ::t~:~~=~.;t~:~~!:~~::~~tn:tr:::sLd:~::::: 
'-~·:· .·~.:·. . ·;·~.~<. -:-,~_;, 

acccsibt e .. at solvente. Et aná1 is is . de ta cOrrc1ációil 'cntrc;tá • f,'é~ o'ciiéfd!lci d:~: 1as. l'árámetros 

señalados pe~~~ó'.evidenciar la estructu~ ~ccJ~~a~~ ;~~ Í~'iis~zi'.~~.~4;.~Ucc~ncucrdan 
con la estructura cristalográfica (Mansoor. 1999). 

De manera similar ha sido desarrollada la técnica de introducción de sondas 

paramagnéticas a través de modificación química de residuos de cisteína, creados por 

mutagénesis dirigida. Este tipo de estudios ha permitido determinar la distancia entre dos 

residuos (-20 Á). los patrones de movimiento entre dominios de una proteína o generar la 

topología de proteínas de membrana (Hubcll. 2000). El resultado más espectacular fue la 

generación de la estructura tridimensional de una proteína integral de membrana. el canal 

de potasio concordando con la estructura obtenida por la técnica de difracción de rayos X, 
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esta técnica permitió medir distancias moleculares de Ja boca del canal ele postasio durante 

Ja apertura y cierre en solución (Linda Columbus. 2002). 

J.11 Introducción de sondas fluorescentes. 

Los métodos de marcaje de proteínas en sitios específicos ayudan a. estudiar la 

estructura y la dinámica de las proteínas. este método está basado en Ja introducción de 

residuos de cisteínas en regiones definidas de una proteína alos cualcs:se les unen los 

sensores fluorescentes con los que se obtiene inforrnadón . l_ocal/ dcterminafido · cambios 

conformacionales en las proteínas e inflrie~do propicd~dcis d~ las mismas· (Hubell, W.L. 

2000). 
. . . 

Recientemente~c.hansint~tizadocomercial~cnte diferentes _sonda~<~uo~cscentcs 
unidas a derivado;·d~Ji~po rloÍ~ulfcmatc>_(TcJ~Orito Re~cárch,Chc.:;;ic~lo

0

lflC:; c3.r1a.ct:a). A la 
';.;'': '!' ,_::,., >,-'..;'. ,.. -··:~··; 

fecha existen. tan sólo cin el éatáJ6go de cstaic(ni.;¡;arita; 1 ~ 5c)ricia~ <ürc~~fitci~ C:on. dcirlvados 
'-,-, . ·--:·.-... .·.;;. - ·:/:, '.:.: - -: . --~ -~.'.'..;~' -

de los grilpos:aar;~ilo; ·. cumariiía/roélatliina[~t~.~ La ,·.;c>:mp~flí~jM6Íc"c~Ja~cP~cJbes, USA, 

cuenta con ·la sonda fluorescente mcino~~~¿¿¡-riia~~-¿,;,gg~);':qJ&':es;f~~qucña y s~ han 

ca~cterizado las propiedades cspcétra.les\~~~'n~§()r:~;i~?~ '.iJ,Ed~~3.-~ét M. j¿~~~~ver 1986). 

Esto permite contar con una serie de variables; ~~ 7~~~~ld~. ia~~¿;;;I de ~~~;C:scéncia, o . ·- - . ·-- -·- _, ., - "··. -· -- . ·'·' - - - . - 'j• : ... ·:~ .- _:_' _.,- . ·-·: ·.·-.... } . . . " ·:" :·.:: .. · 
inclusive determinar distancias moleculares (Bergstrom:>1999,:Y':y;'.Ratner. 2002). Estos 

derivados presentan un grupo tiolsulfonato en su estrucfura'~()l"-i~ que son específicos y 

altamente reactivos a los grupos sultihídrilo de las cisteínas con respecto a los demás 

grupos funcionales de los aminoácidos. Por lo que la introducción de un residuo de cisteína 

con técnicas de genética molécular o bien usando las cisteínas presentes en Ja proteína se 

pueden introducir sondas de manera selectiva, este proceso se esquematiza a continuación: 
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o o 

·=~A"" + H,c-<-z~c" a.Y CH3 

+ HBr 

Si el grupo SH esta expuesto al disolvente, es altamente_ reactivo con Ja sonda 

fluorescente mbbm, el cual termina unido covalcntcmente a la enzima. 
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2. Planteamiento del problema 

Desarrollar un ntétodo de marcaje en sitios específicos con sondas fluorescentes 

posicionadas en la enzima Glucosamina 6-fosfüto dcsaminasa de_ E. coli, para el estudio de 
' ' . 

los cambios conformacionalcs inducidos por la unión de sus ligandos~cn::solución. Los 

confórmeros T y R de la GlcN6P desaminasa de E .. coli; ~~; ~'111f·.;bi~riido :~ pa:Ttfr de 
•: "C• '.:/.:'\''• V>);·.,:: .-::(..:·.-:\,~', 7:, ~:: ~ ·:•e 

estructuras cristalográficas; de manera que Jós confórrnel"C>~~d.e Ja'cnzita's~:11cuentia en un 

estado estático, ya que las interaccion~s: din~~i·c~~ ·;~~e· ~c~rr~~ iJ~i~~~~;:. ~(,~al son 
-·. -',· • ~ ;, ·~:- ·-· .,,,·; .~.~ .. ·.e, "'.). 

alteradas,' ~oi~16:r~'tíi6 ¡~~; p~~t~~dcé;dc~~;c,.¿¡ lif ::üil'·{hí~todC> ct.;' marcaje···;;~·.· dlfcrci~~cs .• sitios 

específico~·: é~~·;;i~:~::~:;;~~u::r~i6~i<l~ ;,:~:~J~:,'~uo~csccnt:s ··posicio~act~ .•. dh,, 1~Ci1cN6P 
dCSQminaSa dCG~_;:d1~:~ ~;;r:~n~;a CSpCCífi¡J~; para C) CStudiO de CÓmO, SC UCVan a Cabo lOS 

._ ···>.·-.:~.'.·- .... :';~ :..:.:->, - ·-··.~ ,._, _- . .· -,.'.-': .-_·.< 

cambios conformacionales inducidos por la unión de ligandos (activador e, inhi,bidor) en 

solución. y con ello poder inferir propiedades de esta enzima relacionando su estructura, su 

dinámica y su función. 

3. Objetivo 

El objetivo general es desarrollar. un método de marcaje en sitios específico de la 

Glucosamina 6-fosfato dcsaminasa de. E. coli. con la combinación de técnicas de mutación 

dirigida y modificación química. 

Planteando los siguientes objetivos particulares: 

L Realizar mutaciones' en zonas específicas de la Glucosamina 6-fosf"ato dcsaminasa 

de E. coli. 

2. Caracterizar las mutantes cinéticamcntc. 
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3. Modificar y caracterizar las mutantes marcadas qulmicantente con el fluoróforo 

mbbm. 

4. Determinar fluorométricamente los cambios conformacionales, con los ligandos 

(activador e inhibidor competitivo). 

4. Hipótesis 

Al marcar la enzima Glucosamina 6-fosfato desaminnsa de E. coli. en sitios 

específicos con el fluoróforo y al interaccionar con- los dif'crentes ligaridos en un ambiente 

dinámico. se podrá relacionar y detallar. estructuralmente ta propagación de los cambios 

eonformaeionales inducidos por la unión de los ligandos. 
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5. Materiales y métodos 

5.1 1'-lateriales 

5.1.1 l\.lateriales químicos 

La mayoría de las sustancias químicas fueron contenidas a partir de Sigma-Aldrich 

S.A de C.V., México. El activador alostérico GlcNAc6P •. fue preparado por acetilación de 

la GlcN6P con anhídrido acético y se purlficó por croma~ografla. de interc~mbio iónico 

como lo describe Rogers y col. 1988. 

El inhibidor competitivo: 2~mnino"2~d~soxi-o-g1Úcitol 6-fosfato (GlcN7ol-6P), fue 

sintetizado por rédÜcció~. d~ ar~N6P 'con bl'.lrohídruro cie s6Ciio <Y se purificó por 

cromatografí~ d~ inierca~bioió~i~o (C>owe~50) de acuerd6 á los trabajos de Rogers y col. 

1988. 

El modificador químico fluorescente, monohromobimano fue obtenido de la 

compañía Toronto Chemical Reseaarch Inc. (Toronto, Canada). 

5.1.2 Materiales biológicos 

5.1.2.1 Cepa bacteriana 

La cepa de la bacteria Escherichia coli. empicada para la expresión de proteína fue 

IBPCS90 la cual amablemente fue obsequiada por la Dra. Jacqueline Plumbridge del 

Instituto de Biología Fisieoquímica de París, Francia. Esta cepa fue derivada de la JMIOl, 

en donde se eliminó el gene nagB (gene de la Glucosamina 6-fosfato desaminasa) por 

inserción de un casete de resistencia a la kanamicina (Myriam M. Altamirando, 1991). Otra 

característica importante es que esta cepa presenta un genotipo &ac (gene lac, genera la 

¡1-·--:;-""~-~-"T-Cqt~,- .. ,, \ 
' ,. 1 
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proteína inhibidora que se une a la región promotora) por lo que la expresión de la proteína 

es constitutiva. 

Paralos;ensayosde mutagéneskclirlgida. transformación bacteriana y purificación 

de ADN. así co,.;,o la seeucn::iación dCJ :ADN se utilizaron las cepas de E. coli XL-1 Blue 

(Stratagene. California. USA) y JM·icn respectivamente. 

5 • .1.2.2 P/ásmidos 
,- : _,,· '·.·· • > 

Se utilizó el vector pTZ 1 SR/endonde se insertó un fragmento de ADN que contiene 

una copia del gen nag B/(~esc~t~;·en•:el •inclso anterior;. El fragmento se subclonó por 
--~_"..;", ·.< ,'. 

digestión con EcoRi.r.y Hindi m a partir del plásmido clescritci' pC,i Áltamiranó y. col 1 991 . 
.• . - ', ,.. · , "··~"-·', ~·1. "., - · .- ,-• - ·- · ,·, -,- .: .. . ;-.::. -- .. • : • ·;. • · ·· .. ' -.: -~· - . :,· , :·o· · , , -· - / · 

Con este ptásmido ·~1: •. }';~X?,',,t},~aff.;t~{~~.t~~5~~si~:._1id.~·c~~~~.it1c~t~br PCR·u~lizando 
oligonucleótidos si¡;-téticos é:lc acuerdo·i::on:'ctméi:oéloicómc'ri::ial ele ;'.Qti'ickCh~nge" de la 

- " . ;· -.. .. ,. "''' ' "' . ''-'. . '. -, .. ~ 

compañía. Sfra~ii~.;¡:¡¿; / (CaÚróhi'i~)~ ¿~¡): En·;.,~~~(!~·. 'triétodó. se utilizó un par de 

olisonue1cótid~s.5~1~sé~-ic_~~~~fu ;i·;;1~~~w ~~ei~iM.;¡ _vector de expresión cconten iendo 1a 

mutante).yse.u1:itiZ'ói_ia;í;'cp1'.~de';E~~o,f;:;'J{i:.i~·.e1tic,para-transforrnar el ADN mutagénico 
. -,":¿·~ .; ':.::: ~''..:·'-' . --~ . •"> 

obtenido por:pc~-~rc~ljia'\1;i:;~~s[o.~ú1dón se digirió el producto de PCR con la enzima 

DpnI que reéoiíóceADN"'m~tiliiC!of ·. 
-·· .. ::;_:>:Ji'.;·~·~. •':-..( ',''.~·¿:: ~.i; ;.~\ '• :·~\-,:··~ ,',~;:· 

A'partir;~el gene:sil~~tre'.s~fli~in~ll~on,tres posiciones correspondientes a eisteínas 

que fueron rerit~,:~~~¡j'~"i~:;rk~~~J~~';fí 1'kie:~. cys228ser y cys239ser). esta triple mutante 
'· ~ ,'l , ., • '"'·: "'·<-~·:>. "" 

conserva las caract~rísti~~ '6¡J1étiell~id~'la ;enzima silvestre; La creación de la triple mutante 

se llevó a cabo de maner1J.se~ue~~i:1; .. Í~s oligonucleótidos mutagénicos fueron: 

TESIS COi\T 
FALLA DE Ol-\IGEN 
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FCl 18S1 

5'-GAC GCC GAG AGC CGC CAG TAT-3' TM2=70.l 
RCI 18S1 

5'-AT A CTG GCG GCT CTC GGC GTC-3' TM =70.1 

Para crear la mutante: cys l l_Sser;~ 

A partir de esta mutll-~te ~c-crcola ctC>bte mutante cys 1 l 8ser. cys228ser con el 
oligonucleótido: - --~: " - · - - -

F C228S 
:~\~ ":i: -... ;)fr~J~~D· 

5'=ACC A TC AGC'AGT-CTG°CAACTGc:::3• 
R C228SR ____ -_________ - '--_•---"•< __ - ,--- _ . 
5'=G CAG TTGCAGAci"'Cici-GATGÓT.;.3' 

TM65 

TM65 

Fi~aÍ~cnte'se c:;(;c, ¡~~triple riluta'ntc C:y~ l 18scr, cys228scr, cys239ser. 
'"" - . ·-- ···-0-· ---">:. --;-;·- '" l·-·-- -·· .•. ·.:- ><·- ··..:.:. ·~-_; - - • • ' 

F C239S ·' __ _ _ '>'_/(: S•,};\~·/ 
5'=ATCATG GTGAGCGÁ'.T:aAA'.CcTTc~3· TM 64:S 
R_C23_9S __ ,·. !"-•• \-/."~~1:., •• :~::-.:,:·.~:1'.'.~~-.'.;~.;::: :~-- .... :,·'.·.·· ·_ -<·, '.:··; i . 

5'-GAAGGTTCAT.CGCrC_ACCÁTGAT.:.3_• TM 645 

La tri?1~ ~~~~~~g fü~ ~; ~utÍ~~ de p~rtida para introducir posiciones especificas con 
' - ·-. ;,''' ··.··:, - ',._,,. ·: : '"' 1: ~ ,- «;,." " . o;, .. , .• .• ··• 

nuevas cistC:ína~.' qJC:'.ftlciC>ri ia5 ~igtiientC:~ tres mutaciones independientes . . -- .. ·._ -". -,.···-·,;,-- -,, .... -. ,,-_- .. · .. . 

cys l l 8ser. cys228se~. cys239sef:; hi~ i. Ú~ys 
FH164C _--_ .• __ - - , '.c.·•'./,r,:-·>: , 
S'-TAT CAA AAC CCT GAC;TTG CGACACTC-3' TM = 66.6 
RH164C _ - ~._,_, - ,;é,' _. ---' 
5• -AGT GTC GCAAG'Tl CAG 9a-1/r·fr GAT AC-3. TM = 65. 7 

"-;,-, ... ~.:-

cys 11 Sser. cys228ser; cys::?;9se;; s¿~¡ 71 c~s 
FS171C . _ .---. --- ,, --- - - , 
S'-GCA AAC TGC CGT,TTC_TTT,GAT AAC G-3' TM = 63.l 
RS171C 
5. -TAT CAA AGA'AAC GGC_ AGTTTG CGA C-3. TM = 66.8 

1 F denota el oligo en dircccion.S'-J' y el R denota el oligo en 3'-5' con respecto al mnrco de lectura 

2 Temperatura media 

!~:,i:;~'I'.':'. CON 
-\;_!'GEN 
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cys l l 8ser, cys228ser, cys239ser, phe l 74cys 
Fl74CF 
5'-AAC TCT CGT TTC TGT GAT AAC GAT G-3' 
Fl74CR 
5'-CGT T AT CAC AGA AAC GAG GTT TGC-3' 

5.2 Métodos 

5.2. t Síntesis de la matriz de afinidad 

TM61.3 

TM62.94 

. TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

La matriz de afinidad de N-6-amino-n-hexanoil-o-glucosamina-6-fosfato'··agarosa se 
. -;- . .<! :·-. :·~-~ -· .. :----_<._, ::_:·:'.·::::- ... :' '. -.--

preparó por la unión de GlcN6P con agarosa-ácido 6-amino-n~he~an'oic'o (2:¡.tcq: dé: grupos 

aminohexanoato por mi gel). A la suspensión. de. agnrosa_~~ ;.~~a;'-~e,l~ ~gr~k¿ GJcN6P 

(forma ácida) con una concentración final de O.LM.yel'pHfue'>i]tistiidci a:4.5 C::on NaOH. 
'"'; ,-, . '\_. •";..__' ;( 

La reacción se realizó a temperatura ambiente adiciona'~do ;o.::i:,n:;M ;'de ·N~etil-N' -(3-di-
,-;-~ 

metillaminopropil) carbodiimida hidroelorada. por cada'.: 'irtl. >d6 · .. ;¿;pen~ión, .. agitándolo 

suavemente por 12 horas. El gel fue lavado con :;{moÍ'tiguador Tris':.HCI 0;1 M pH 7.25 y 

NaCI 0.1 M. 

5.2.2 Síntesis de GlcNAc6P 

La N-acetilglucosamina 6-fosfato .{GlcNAc6P) :se ~intetizó a partir de la o-
;- .. ~¡- •• ,,,_. ·=-_-'~": - -.. · ··- ./ 

glucosamina-6-fosfato (GlcN6P) sal de sodio, s~ pcsarC>n:2 ~mos d¡;, esta y se resuspendió 

en 18 mL de agua; se le adicionaron 400mg de bicarbonát() de sodio (NaH2C03) 

manteniendo la reacción en frío, agitada y a un pH entre 6 y 7, posteriormente se Je 

adicionaron 640µL de anhídrido acético (CH30COCOCH3), controlando el pH entre 6 y 7 

con hidróxido de potasio 1 N (KOH) hasta estabilizarlo, se dejó reaccionar durante 12 horas 

aproximadamente, después se acidificó y se pasó por la columna Dowex 50WX4-200 la 
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cual se cluyó con agua. la elución se siguió colorimétricamcntc con el siguiente 

procedimiento: se colocaron 100 µL de una solución de borato de .potasio (realizada a partir 

de ácido bÓrico. e hidróxido de .. potasio) y 2.5 . .'µ[. de. laS frac~iones recolectadas . se 

calcnta~on a ~l.i~t;,° cl~cb~ÍIÍ{ión pC>r 3 ~i;;l.ito~.s~ clcjiÍron ciifrla~ y ~é Iés·~~cgÓ 1.mL de 

una sotucióiíiqÜ~ >¿>llti~~~: 1o/.;\p/v· '¡;~~limetitarniri~; ~i~~lcl~Ilí~~:.:. io/:· ~/v•;dc · ácido 

clorhídrico ;; ~·:~~~~~¡J~c~~6~i~~t~~;~~;!~·y'.~: iA~~Üb6 ~.j~;,'~>~~rifs ii-í}~.~.iofr tos' tub.os 

positivos. qu~ ~o;;ti~~~~ 1~ 'otcNAc6~ 'cle~~~6Ílhr1·~ ü~fcco'16; 1;;i6;ri!J~·:~1 ·~~ai\:s ~edido . a 

544nffi;. posteriormente se clin:i~ó ·'~t •''~~~~so, de~~áb~~.~.Í;c~~~~~··;~~ 'a~da'··.de. ·una 

liofilizadora y se resuspendió con agua.en ii'.na éaiitíd~d P'~~pÓrci<liiai;~. vohí.:ricn obtenido, 

se neutralizó con hidróxido de potasio 10 Na u;; p.:. d~ ;:i /~or,ult;tllO se tl°6fllizó.· 

5.2.3 Síntesis de GlcN-ol-6P 

El 2-amino-2-desoxi-D-glucitol-6-P (GlcN-ol-6P) fue sintetizado .. a• partir ·de o

glucosamina-6-fosfato (GlcN6P) sal de sodio y borohídruro de sodio (N~~~ .. )cC>~o agente 

reductor. Se disolvieron 250mg de o-glucosamina-6-fosfato en. 10 mL;;,d.;~~~a ·y, ~e le 
.,.'._, 

agregaron 75 mg de borohídruro de sodio.de fonna lcnta.durante2:h6~5·'·ri:;a:~te";.iéndo la 
- ··" - ·.,.'.~>:.: -- -..;"'[j;/::":~·.:¡s,,-:·- --· - . -

reacción en frío. agitando y en un rango de.pH 8-9 (con ácido ac~ticC>.dÑ)'.·;;;¡:;..;:f:i;i;j¿t'tdosc 

durante;a()_r~_~imadamentc 15 horas a témpc;attira ~mbienté ói~ri~~b;~,~~;}~j~~;ó~'~1:pH a 3 

conáCictc> ~cético. 6 N y. con ácidoclo;hídrÍC:6,.io'N alfihal,dcspués de· que se ajustó se 

pasó por.una coh.lmna de Dowex'.So:'c'iuy~;tciCI c~na~a~ la elución es seguida por actividad 

enzimática: las fra~c~Cln~ que: é~lltien~ÍÍ elcGlcN..:Cl1-6P son neutralizadas con NaOH t 9N 

hasta un pH~finafcie;7sy:'pciT"últirn'CI se liofilizó con una liofilizadora y centrifuga de vacío 

del tipo SpeedV~c~ Savan~ SC to; 
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5.2.4 ~lutacioncs 

La mutagénesis se realizó utilizando la erizima Pfu polimcraia, se adlCionó. los 

desoxiribonucleotidos trifosfatados (dNTPs) más MgCb de. acuerdo al protocolo 

proporcionado por la compañía. Stratag~ne. Una .vez generado éi ADN mutagéni.co, se 

digirió el plasmido original (no mutagénico) en presenci~ dé. la enzima de restricción Dpnl 

que reconoce al ADN mctilado proveniente de la bacteria; 

El programa del termociclador usado se describe a continuación: 

Proceso Tcmp(ºC) / tiempo Ciclos 

Desnaturalización 95 / 1.5 min 

Desnaturalización 95 / 1 min 25* 

Hibridación 50/ 1 min 25* 

Polimerización 68 / 10 min 25* 

Extensión final 68 / 10 min 

• ·Estris é:iCtoS-~-~~-rCatiZádOS._dé manera consecutiva. 

Se utilizó ~l kit Quick Changc (Stratagcne. La Jolla. CA. E.U.A). Se transformó el . ·- ' -·-~·;.-:'-· ' . ' - - . ,· 

producto PC:R en células competentes cpicurian XLI- blue de acuerdo a las instrucciones 

del fabricante~ Posteriormente los plásmidos resultantes se ·secuenciaron para verificar la 

mutación. 

TE"T,., "n11.1 .~Jt)_~; t.•' ..... J.i 

FALLA DE üPJGEN 
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5.2.5 Transformación 

El vector que lleva la enzima mutante se utilizó para Ja transformación de una cepa 

de E. coli IBPCS9ci por" dcctroporaCión. utiliza~d~ cfelcciroporador gene pu/ser 11 

(BIORAD). La :m~es~·sesometió ~--uri pulso éÚctriéo de 2~S·KV;cón .. una capacitancia 
'·'"'"· , -. ·" ,. '. :· "" "'. ' . . '' ' ·. -,, . - "·"- - ·,. :·:.·-. - - -~ .. ,- . ' ,_ .· -'' -'• :~-, ... ' .. · . . , .• ~ ·:: . ' 

de 25 µF. y una r.,;sist:.,;;;~ia 200 W.•ESt~ con<li~íó~~~·gcncr;.n l.in ~i;.rripoil:1éctricodc·12.5 
-· -. ·:_~ ~;~. : .. :<-):-:.- :~,;:;·~~~ :\ ~~;;;. :~- :_·: ;~::/_,.,: ~~<~::..·::.~~\{~:,:/~··("~~: _:~-:~~_-;_~-; <:: . ;"'::; ··.'.!-~::~~:?<::_~ ,_::~?~-- ·:·J:.::: ~'-:iP~; ~::~~/<t· ~}:-·::::,:·: }~'~;f :\~~t::~; ~ -· :·~- .. -

KVcm·•. que duran'aproximadamente• •. 4.niicrosegundos;;p.:ira:'penriitiriJa··expresión del gen 
- -,-: . . :);:;< ;¿·- "·'.:',::;:>· .. ,,,_, .:;;,_ ... -~ ·---~;-,:í-, <·_;.«-._.-.·.- .-:-.;.~ .. : ,, . ,-.~):. ~:--~;.-;:·:··---<~_-,_~,-<i'f;: ,,; 

de resistencia ~~ i~~~tó ~r~f,te'l '.h~&':f¿~,Z~;'?: }': ~~~~~~0-~~~~e ·~~ sembró' en·, placas de 

agar que. co,~t~1~~y;~ª~~j~\i~:f~~¡;~i;~,~~B~~i~~{~;i.ª&~};~·~;~f 'E#.i·~l.-.•:·_• .•. ;· ... : ... ·.•····.·.•~ :. . ·. 
Este •. producto'de.·oPCRii:(RcacciónVen;Cadenatde'~la': Polimcrnsa),cse\utilizó para 

- ·.' ~~· ·º1·"'·· "'·'~ro:·~ :'7-~"· :~~~-:t:~<::~.;/ : .. ,·,:~·-';t>::«':' ··":--:~. 1--: <.:;·:· ·:~·/~ -~~·~J-~ .. -~<:;·~ /<~'.~ 1,~:p.-1- ~.;:~:,:,'-'7:··s·~·--; · ,.. ... ,· .... · . ; . . 

transformar células competentes de:Escherichia coli.·Epicurian' Coli XL2-Blue. ·r:iC éstas se 

sclecciÓnar~Ít · 3/¿6í6¡;¡~);; ~~;,;;1áJ~{Jci~ j fu~r~~~P~~fi~:d6~' ~6~T 1'¡ :t~~~ica.dc mini 
. -,,=.-,;'..~:~-- -_,R:·:·<:'.· .-~ :-?'. .. '..-.-.. '"'~;-_·-~---.---:·-- .·-· ... ··. . . - . -. ·.--> ~~·- .. :: 

columnas dc_iritcrcámbio iÓnico .de~l,;.coIT;pañíaQuiagcn·.(Califomiá;. USA);y el'gen nagB 
-. .. , ... , .. ·· ... -·-,•·.):.."···.. ,- - - -·· .... ' .·,· ..... : .··. - . ' ' . 

se secuenéiÓ pa~ ~~rifi~acÍÓn, en la Unid;.d de Biología Mol~cula~ ~el :¡n~tituto de 

Fisiología Celular con·un equipo ABI PRISM 310 Genetic:Analyzcr de Perkin-Elmcr, 

confirmando así la mutación. 

5.2.6 Expresión de la enzima recombinantc en E. coli 

Se inoculan tubos de 10 rnL de medio Luria-Bertani (LB)3 conteniendo ampicilina 

(50 µg mL"1
). y se incubó a 37ºC en una agitadora orbital a 200 rpm durante 12 horas. 

Posteriormente se utilizó este cultivo para inocular matraces Erlen-Meyer con 200 mL del 

mismo medio y se cultivó en las mismas condiciones durante 4 horas. Este cultivo se utilizó 

3 Este medio conúcne triptona lOg/L. NaCI lOgll y extracto de levadura SgfL. se ajusta el pH a 7.0 con NaOH 
O.IN y HCI O.IN. 
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para inocular matraces Erlen-Meyer de 2 L conteniendo 1 L del mismo medio y se cultivó a 

30ºC durante 8 horas a 250 rpm hasta obtener una densidad óptica a 550 nm mayor a 1. 

5.2.7 Purificación de la Glucosamina 6- fosfato dcsaminasa 

Las células se centrifugaron a 25,000g durante 1 O minutos a 4ºC y se lavaron con 

250 mL de KCl 0.15M en frio y se centrifugaron en las mismas condiciones, se eliminó el 

sobrenadante. El precipitado celular se lavó y resuspendió en un amortiguador Tris 50 mM, 

pH 7.5, EDTA 10 mM a4ºC, las células se rompieron por sonicación a 4 ºC. utilizando un 

sonicador (UltraSoriic Homogenizer) con pulsos de 20 segundos con una amplitud de 40 % 

a interv~lo~/·~ .(~(,~~~i~~ºk~~~-5.+ii~~0t~;~~{~~i~[•.•;~lenta~iento .que . podrí_a .. ~.rn(lliclir 
dcsnaturaliZaCión'.i:ie:.¡]rotcína5);• Lamuéstra·sc;'écntrifugó··a27;ooo x g'(4ºC)·· .. duiante 45 

' - .. ·~:\-.:'"'.<::.:;->''.' • ·•- •··. ,:--,_-l'.~··-·'· r,,,;,t.:if:,.:.>i:".\_-~;---- ~- ':'.·,-- • ... - ,•,;•_'. •-· -·· - " 

minutos· paf:í ·~1itTi~~ar restC>s•·celular"'.s;:~r li~lJ:lcc;;trifiiglJ: ···Bcckn,uu-.,):Av~~ti/,J:25I ·.rotor 

:::::::.:;~::.E~.:::::·: •~l;:vt•:~~~~~¡~~m~t f~~'.!~~Í::: 
cond1c1oncs antcnorcs excepto que fue durante 30mmutos; se el1m1no elprec~pttado que no 

contiene la enzima de interés. Posteriormcnte,(e15hS~f~~~l~~~t~i~í~~t~t·.~M{5~''Yo para 

precipitar la proteína de interés (la Glucosamiria~6~P:aésamiriasa);' la'••·cual'se;centrifugó 
·- . .-... : ".·;·:.,:,.;. \~~'.>.:- ·-:;~;;~:~\: --~>~~:-}' :;f:- " J.,~---~:-_;j ,Í'~- - .- , ·:'~-' 

bajo las mismas condiciones. :¿.;~. ).> . _, · .. , ···;~, :· >..'·'' • · 

El siguiente paso de purificación se llevó a cabo a través de un método de 

cromatografia de afinidad. es decir se hace pasar la proteína por una columna cromatografia 

la cual contiene un material (agarosa-ácido 6-amino-n-hexanoico) que tiene unidas 

moléculas de GlcN6P (0-glucosamina-6-fosfato) por el grupo amino. de manera que se 

asemejan al activador alostérico (GlcNAc6P ligando de la enzima) y esto hace que la 
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GlcN6P desaminasa se una al ligando inmovilizándola de manera especifica. La columna 

es lavada de proteínas que no interactúan con el ligando (con el amortiguador Tris 50mM 

pH 7.5); La GlcN6P~desaminasa es etuid.a.'scparándola de-. 111.>hía:mz por~ 1ii·aciiC:ión acl 

activador .- a1C>stérico-:ca;c~~c6P) •. · ª · ~:ª ,con~~ntrai~ón' .. de\ 1 o~l\-r}· I~ '.:fi"a~ciones que 

muestran -ac~v~J,{d · ~~j~~ ~~íi~~~¿s y dial izadás con u·n-buffcr. de '.J.ri~''.sc(mM (pH 7.5), 
. . .. -. r,•· . . .. . .::'. .. :~~ . -.. -· -~ 

durante i2 ho~-)}J~ci'./c~tÍ~~:,.._;o· a, 4ºC por una semana; 'o _bien se~ conserva en 50% de 
'':~·;. ~·: . _· .. ,; ... ~-

glicerol (v/v) a ~2o"c. p0r llil'mayor tiempo. 

Se dctem1ino la éoncentración de la en.zima a partir de su absoición molar que es 

de e 280= 202000 L cm" 1 mo1"1 (Calcagno, 1984), utilizando un espectrofotómetro UV-

Visible Cary 400 Varian. Australia. 

S.2.8 Modificación química 

La modificación química de las mutantes se realizó utilizando un exceso molar de 

1 OX de el mbbm (marcador fluorescente), a partir. de una solución :madre preparada en 

acetonitrilo (concentración entre 50-200rriM),,la modificación se llevo a cabo colocando la 

cantidad correspondiente.dcLml:ibr1·1·•.a,-.Ja prot~ína,que:se. encuentra en amortiguador Tris 

HCI 50 mM. a pH •7.s y .manteniendo a 4ºC durante 12 horas protegida de la luz. 

Pos_terionnen:;~:§_~~'.eÚr1lin_é>~el exceso de mbbm que no reaccionó, con lavados utilizando 

tubos Arrii~6~®\11trtt-4 PL-10, con un corte de peso molecular de 10,000 Da de la 
· .. ·. 

compañía 'MILLIPORE; y se obtuvo la eficiencia de la modificación determinado Ja 

concentración· del rnbbrn a partir de su absortividad molar de e 380= 5000 L cm· 1 mo1"1 

( Steven E. Mansoor, 2002). 
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5.2.9 Determinación de la velocidad enzimática 

La determinación de actividad en velocidades iniciales de la enzima se realizó en la 
- - ------ - - -

dirección de la formación de Fru6P en una mezcla de reacción. de ·200; µ1, que, contiene 
---· ·- .,, ·---

amortiguador Tris HCI pH 7.7 100 mM, EDTA 25 mM, con conbcntrn'ci~rÍcs·v<friables de 
-,·.,. '')''" ' . ·,- " ·: ' 

activador y de sustrato. La reacción se inició por la adición d~i'1¡~:.;~iri;~ ;:ta rndz~la se 
. ·.·-·- - ,-,,· _:::, .-·_;')-... ',:'---· .:._·-:.> (-"'· .:, ·. _,,;:.·-· .:;._·.,-, ;' 

incubó a 30ºC. La reacción se interrumpió a los H O riiiri~tci~;~{ddi~~t~il~ ~~lélÓn d~ 2 ínLde 
-:.':-~·!?:;,~<:" ,. ~: ' 

HCI 10 M. La co~c6~tra~iónde fructosii se'd~~6,r#ii~J'·'a<liti~~~~~'d:o'.sritJ:.. d~ rásor~inol e 
:~· -_ -; .. : .. : .. · /~f:~i>~ ''.~, >_,~-~:_·: .. _ :--ó-· ,.:-._" .- -. ,: .. \·; _ .- --~ .;. ::.,··~:: ·:;~:ri-~_-'¡;· -,_,:,:. .. " ~-~:: . .:.-_;.~;,;:::~ ;.~~'.."" _._; :· _ . _,:;· .. ,-.. . " 

incubando· porJO:minutos a 70°,:C; se dejó enfriar.'a·:temperatura ambiente y se tomaron las 
~:~.- , __ .,_,. ; .. · , .-t."-:··"_,;:./~-·---·.;..:.., .. "-'.:.-:~;-:::-,-_ .. '.·' :--·· , __ :~=-?'- ~- ,_ ---t :' -~'.-i~: ;.:;¿:\F-:·;;;: '::o,-!;,:-~-~ 7: : .. ~'?.~ . __ .;·:·'°': ---':;.; ·, · ~ .- '~.. ·, - . ·. -"·-- · · ·- · 

lecturas correspondientes' a 51 Ziim compal'3.dáS 'con una c.'.lrva: patrón de Fru6P; método de 
.'>·.<;'.· ; :->:·~·-:: _., .·,:·-_ :· 

resorcinol (Midelfort~ 1976), ver protocolo .en el anexo. 

5.2.10 Ajuste cinético 

Fueron analizados por regresión no linear utilizando el programa Origin (MicroCal 

Software, Inc .• Northampton. MA). Ajustando los datos con las ecuaciones de Michaelis-

Menten y Hill. 

Función de l\.lichaclis-l\lenten Función de Hlll 

.1 • = 1 • ... ,. --·'---
/,: +.\" 

Ecuación 1 Ecuación 2 
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La ecuación 1 corresponde a una función hiperbólica rectangular. la cual describe el 

proceso de unión del substrato a la enzima. mas la constante de velocidad de formación del 

producto, la ecuación 1 es similar a la ecuación de- Hill solamente varia fa eliminación del 

parámetro n (h). 

5.2. t 1 Fluorescencia Extrínseca 

Las mediciones de fluorescencia extrínseca se realizaron en un cspcctrofluorómetro 

ISS PCI (ISS Inc .• Champaign. IL). La temperatura de lascccldas se mantuvo_ a 25ºC 

± 0.1 º c. Ja longitud de onda 0-) de la luz de éxcitació~: fue de 381n~ (ancho de. banda de_ 

4nm) y se colectó la' emisión de luz de.·4oo a 600nm (ri'~chi>' de bandá'Clc srirri); útiÜzando 
,'.; "·"·<· ··•, . ',1 •. -,. '-•. -:-.·_.·_,;·> .. ".'"::c.::::.;:·--

celdas de cuarzo de 0.4 cm de paso.dl:::'1&'Ccni;.un.volunicn rit"áximo''i:lc,o:.S6ó mL tipo 3-
-,_- ·.· :··;'. , . " ;. -: ·- ..... , .. ···:- · ·.>:·;;_ -:·.:_·~.< ''.,,,:·:- / _('~.g.-;· .. -:.~<;:.::.--.">:~: -°'~.::-·:¡>;,~;_,-.:_;·.-::-::'.'·;~·~F::-:. ;;:;~.< ::J3_~; .. '.•~:-.:~~ ·. ·.:,::. _, :·_·.<·":J-· · · • 

4.45 ·con 'adapi:ii:d6~ F:cA4 (St;;,::;;ax::Ai:~~ri¿ci'ó; C::A.i- ':tcr:~ii~cxo;6:-· i:~': c'Oricciifucioncs 

~·:i:tr !~t~~~~~!f ~~~~~~~f {~1f ~~3~~~~~::: 
M para eli()duro d~:i>'.it~siQ,'(~.\~_~j-ealizafon titulaciones con los diferentes ligandos para 

- . · .. ' ' -~-:;-- \~- ..:.~" ( •,' ;:;:..:.. '' .. '..·· ,· " ' ' . ' ' 

cada mutante. ci volurilc~_'ri!~frrio fue de 510 µI en todos los casos. El centro de masa 

espectral (CME) se calcüló':deJos~datos de intensidad (I:..) obtenidos a diferentes longitudes 

de onda p .. ). usando la siguiente ecüación: CME= l:A.h/~I;.,. 

Los datos fueron procesados con el programa Origin (MicroCal Software. Inc .• 

Northampton. MA) a partir de archivos en formato tipo ASCII obtenidos directamente del 

espcctrofluorómetro. 
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6. Resultados y Discusión 

6.1 Comportamiento cinético 

6.1.2 Enzima silvestre 

La enzima GlcN6-P desaminasa presenta efectos coop.crativos (ver marco teórico) 

que se observan en la fonna de la velocidad de· reaci:iÓn;· .. :.'al ·,·adlcionar diferentes 

concentraciones de sustrato se observa I~ t-ol-md;sign1i)fa~~:c~',_;~ l;n~ica cooperatividad, sin 

embargo al adicionar el 

1.3 

1.2 

1.1 

1.0 

0.9 

0.8 

"' 
0.7 

::;: 0.6 

~ 0.5 

0.4 

o,3 
0.2 

0.1 

o.o 
4 

. '" ' 

Enzima Sil.Ycst.:-e 

• • 

6 8 10 

GlcN6P (mM) 
12. 

a diferentes 

OmM act. 
lmM act 

16 

Fipra 3 •. Comportamiento cinético de la GlcN6-P desaminasa silvestre. 

Condición: Om...'4 activador 
Modelo: Hill 
v_ 0.785 µ."1 s·• .._ 130.93 .-• 
K.,_, 3.614mM 
h 2.473 

Condición: 1 rn...'1 aétivador 
Modelo: Michaelis-Menten 
V~ 0.821 ~'1 s"1 k,.,..1 136.83 ,·• 
KM l.3S6mM 
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La forma silvestre de la enzima presenta un comportamiento homotrópico positivo 

con respecto al substrato en ausencia del activador (Figura 3). a su vez se presenta un 

comportamient<Cili:_ieloltói>icc; ~iiositivo ·con -rcspec~o··.· li1 acrivaiior · cconiporfainicnto 

hiperbólico)~ L~ cl~tennin~~iók d~ la actividad se realizó en ~6ndicic:;nes. de . .velocidades 

iniciales_ eri• d¿,'~~~i•Jo'.~¿Edel •' 10%i<i.::i•~sü~:tr~tC>,isc'Úr~rt~;¿2.,¿••··el1••p~oducto. La 

;:::t11;l~~·t~·~"1[~~~4~~ri1'~á?~~~#:~~~lt4f i~it~::-:: 
::·:r~;~:~~;i!St:~1~~'A1?~~f i~~ii~1~~~~;;f ~;.:: 
de la• población entre T'y;'~•se .. ob,s'e.=Vª•' elf c~mtc>riamicnfo:siSlU?idal;~~~·,ª9tividad en 

ausencia• del . activador ~ \~_ri'~a~~i~;·~u~~~~~-~'.:i;:~ratif ~í2~1i;~~d~)"~f~~b~~~'.~~~:·cl i~l-~~º· del 

:ii::r:~~;:~:;~::b~·F~rnz~1~~ttª:~1~~{t:~1~T~f t~ij~~~~i~~f f<~~~t:f i:~e::~ 
C: • '"· -~ •' L •- /·:~" - •. ';:• 

activador .1os•ctritos 'sci·~~jJst~h-ia ·.1a c~\lái:Íó~-'..cld:·~i11'~ci~~dé 61i .. ~Íla~riietr~.;~cÍi~io~~I es h 
:/-Y;. 

(número•de.Hill); qú~c!escrlbe.'cl .~clo•d~·coopei:atividaddcla .. ei,Zim"a._en,estccaso tiene 
. ,_ ,- - . ~ ·, -, -- . ~-- - .- ·. - -~- . ·_-. , ,_.. .· .. _--_ '.~ . ; ·' -· 

un h de 2.4 CJ ci.al se tomará _c()mO base p~ra C0(11P~racic>nl!S posterlores con respecto a la 

coopcratividad. 
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6.1.3 Enzima dcscistcinizada 

ENZIMA DESCISTEINAOA 

1.2 

• 1 1.0 

• 
o.a ";":; 

=í 0.6 

¡ • 
> 

0.4 

• OmM act 
• • 1mM act 0.2 

.... 
o.o 

o 2 4 6 a 10 12 14 16 

GlcN6P(mM) 

Fi2ura 4 .. Comportamiento cinético de la GlcN6~_dcsamlnasa dcscistcinizada (Cysl l8Scr. 
Cys228S.,r,Cys239Ser). 

ConWción: 1 m...'1 activndor 
Modelo: Michnelis-Mcntcn 

Condición: Orn.."1. activador 
Modelo: Hill 

1.103 µM s·• 
9.790 mM 
2.364 

..... 125.23 ••• Vmu 1.182 µ.,1· s·' kc.t 132 .. 10 s·• 
KM 0.336 m."1 

La idea de introducir sondas para ~onitorear los cambios confo;,mf~Í~nales se basa 

en el uso de sondas rea~ti~llS y específicas a grupos SH (debido a~:..b/~lnucleófilo 
sultihídrilo que es.el ~!Ís reactivo en las proteínas), por tal motivo:la i~tr~u~ciíón de las 

sondas en los sitios'~5~<!(;í~~~s a utilizar depende de la creación de mutantes con cisteínas, 
:.; '.:·-~::, ··>·> ~:-

sin embargo debido.a.;quc:l.a e02ima GlcN6P desaminasa en su forma silvestre contiene 

cuatro cisteínru;4 , estas d~ben ser substituidas por otro aminoácido sin que afecte 

considerableme.nteYa;. .propiedades cinéticas del sistema, en este caso fueron sustituidas por 

4 Cysl 18. Cys::? 19. Cys228 y Cys239 

38 



scrinas. a excepción de la Cys219 que es critica para la estabilidad de la enzima (datos no 

mostrados) adcn1ás. esta posición no interfiere en el marcaje específico p_or no estar 
_. ' - . ' .· 

accesible al solverite: y~ c¡uese encUentra <,r.c1a-parteinteiTia~c~la~cn;;¡;;;~. 

La cnzimadés~lstci~i~acla~~presc~tac~mblo~ 6~~u~~~2p~cckd~s'cin~ti~~~ ya que 

la 1cca; se ma~,ti~iieé~j;.;;de~6ici~ .130~~1¿0~-y~in ~~ti~ad~r:pr~;;iitit~.i.; i~ibi~~ ~a ~ll~a ·de 

velocidad_·.tiP+-~\~ii.} fi1~a ~~··ausencia ele áctl"_adór· e hi~i~~Úc~'.~;~;~~i~~~~-;,i ~e'activador 
con una,c.;ope~tÍ.;;idadsimilar (h de 2.36). por lo cjue'ia.~~tÜa:'désci~tclni.;áC!a·al igua! 

que la silvestre presenta una diferencia en la catálisis en p~cs~nCia y au,~~nC:iá de activador. 

lo qi:.e a su vez nos indica que el proceso ca~lítico cstii: r~l~clonaclo ,di~cct~m~ntc con la 

interacción de el activador. 

6.1.4 Mutante His164Cys-mbm 

La mutante Hisl64Cys-mbm se creó a partir de la mutante>dcscisteinizada y 

posteriormente se modificó químicamente con· el mbbm. ·esta mut~nte, presenta una 

disminución de alrededor del 80% en .. cuanto a ·la, kc~.- .. con· rcsi:>ecto' ,a·.1a· enzima 

descistcinizada, sin embargo·· las Ko~ y• ~M 'so,~ '•:*~h1.1¿~b~11lt~~Ip()M1~r~J7•,sc sigue. 

manteniendo el comportam icnto cooperati"'º ri<>sitlvo': rcti'cjado por' lá CllNá sigmoidea en 

::~:!;~:~~1;:1~~!ºt;~~~~~;~~:f,;~:~;::rt:"~;~~·:~~~J!~::.:: 
.· .' . ·.-,"·.,· _.. . ·,¡ - :, 

modificada ya químicamente muestr; un ligero aumento de h de 2.36 a una h de 2.85. Con 

los parámetros anteriores la mutante Hisl64Cys-mbm. se observa que la modificación 

química no inactiva a la enzima y con lo cual es posible monitorcarla a través de 

experimentos de fluorescencia con el mbm unido. 
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Figura 10. Comportamiento cinético de la mutante Hisl64Cys-n1bm 

Condición: Om.."1 activador 
Modelo: Hill 

ConWción: 1 mM activador_' 
1\.1odclo: Michaclis-Mentcn 

0.456µMs" 1 

6.324mM 
2.858 

..... 16.86 s" 1 V'"'" 0.634µM s" 1 ..... 21.13 s'"1 

KM 0.3S7mM 

A continuación se muestran las propicda~cs fisicoquímicas y fluorescentes del 

mbbm que utilizaremos como sensor para analizar las interacciones de la enzima con sus 

Jigandos. 
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6.2 Propiedades de la sonda fluorescente monobromobimano. 

6.2.1 Espectros de absorción y emisión de fluorescencia 

El espectro de absorción del mbbm muestra dos máximos de absorción a longitudes 

de onda máxima (A,,,.._,) de 246nm y 398nm (figura 5a), la A. de 398nm es la más apropiada 

para el diseño experimental de fluorescencia. ya que a esta A. no interfiere .. con Ja 

fluorescencia intrínseca de la enzima (fluorescencia intrínseca a partir de 1;:,s-runinoácldos 

triptofanos, tirosinas y ·fénilala11i11as 1.os cu.':':les tienen ';111ª ~" en~ 28,0 y 295 _nrrl y ·una '-cm . 

::::d::~:ªt~!2:~~:1ff~it~)~}~~~;t~O.~t:~~c~jl-r1t::ttr¿<l:cdt~~:~:en:;:n:: 
''.~ • ' ~·:;,<'.'e: ·, \ ' : ., .. - •' > - ' ··--

mOStrandO un ~. a 486rirr;.'.r:::a. A;;,/ d~ '3g Í n~ ñic ¿~Jiza~ '.por que es Ja A.,,,,.,. del mbm 

unido a pro~e~nas -(~~~s~~r ~,E.; l999); • ... 

"" 40 .., .., .... 
a) nn b) 

Fititura S .. Espectros de monohromobimano (concentración 73 .. 2µ1\.I) .. A) Absorción y B) Fluorescencia 
A.,=JHlnm y A..,=400-600nm. 
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El mbbm es un compuesto de aspecto ligeramente amarillo, estable al ambiente. 

fotosensible, por lo que el compuesto una, vez preparado o cuando' esta unido a la proteína 

se debe p~ot¡;g;rd~ )~ iUi, ti;;;¡;·{¡¡;¡; iibscirtivrd~ci ',;.01;;i éíc°E;;.~~soóo[C::r;;0 • ,~01; 1 : s.; ha 

>'; .'.-:_".·:(-:_ ·,·,.::.::--·.'..: .. :~ {:-_:_._:·::.·'\>'··'·:·:>.«_ . ..,:~ ... ,'~,--'.: ,~·:"..'._-:.\<_>: ,·:-'.\'." "'·'.:'.> ... <·-.':'"'·-· :'~.-.":' '¡:.'~;:'.· "-'- ._--·-: -
reportad~ q? el [l1bbm ~s alta:ente sc~sible a lfs ~a~1bfos de po,laridad dt;l ~edio (Edward 

:'.:,:~1~~i~~t~~~~lii~~t~íb1~}~~~~~1~~~!~~~~·::. 
misma · (Mansoor ;< s:E;;•~ 1999);'[ est'ru(' propiedádcs . del: mbbm' 'son ; las· que se. Utiliza· para 

-~: · · -: ~- --=~:~-: ;~:-:;~\-ii';:;· ;~:~ ;~~>~ ;\~:~~~-' :~i:~1~;~~i?-!i;~~h <~!\:,~: .a;;~~:~:~&::~~\¿:,.~:-::,~~;;~~-::K:y; ~f:i~·-:;;-~f~'~:;~.::·:.;.é;,< ··q{/,_:--i-~?::P .. : ·::::-.::/_ -:.~:_1.:.:. ~;f~_: ____ -~:-~>f-- _: · ·._, .. : 
estudiar los carnb1os?nfonnacionales'150cia~ós5,~rt:~~unió[ldclf,5,"J}}~~~~~~''dc}a GlcN6P 

desaminasa •. ·i~~\:0;~~ªj~ ~~d'.t~if~iJ~;;~~c";~!~F¡,~~~ uI!n~Z1;~i~ '~i~cii. ~-~~r~sce¡;tc • es. que 

dada•sll a~io~~¡~~~";~~1k~¡~~i~~,a~lll#~igíri~-:¡~tJh~i_~~{·~~~~}~~~~-9s()iio;[;~ih-~··mor 1 ). 
las concentraciones de proteína modificada para trabajar son d~I o~dcn de µM; lo que 

permite reducir "costos" comparado con otras técnicas como RlVfN o EPR. que son otras 

técnicas que permiten obtener información estructural de proteínas en solución. 

6.2.2 l\lbm-cisteína en diferentes ambientes de polaridad relativa 

El mbbm en solución presenta efectos espectroscópicos variables (fluorescentes) 

atribuidos principalmente a la gcomctria del compuesto. presenta dos isómeros 

conformacionalcs generados por la flexibilida_d entre los dos anillos de· cinco miembros 

unidos por los dos nitrógenos (Kosowcr y col, 1986). Para evitar. 'comp(,~amientos 

anómalos y asemejar las condiciones en las que el mbm estará unido ala ~-~¡~~'.~eh.izo 
: .. ··-- :: .i, ... :::·:-_:-.--_--,, 

reaccionar con cisteinas libres, lo cual permite que la sci'Íal_ dc,flúoresccncia sea cstllble en 

los diferentes ambientes de polaridad relativa. 
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Figura 6. Espectro de Ouorcsccncia del mb1n-cy!I en diferentes an1bicntcs de polaridad relativa (mezclas 
binarias de O'Yo a UM) 0/o de diosano) A... .. =38lnm y A_n=400 a 600nm. 

Para lograr un aumento en la polaridad del medio se realizaron mezclas binarias de 

amortiguador Tris 50mM pH=7.5 y dioxano obteniendo así diferentes polaridades. 

El ntbbm una vez que ha reaccionado con las cistcinas libres muestra una tendencia 

en dos efectos muy marcados, el aumento en la intensidad de fluorescencia (m~3 1. 71 ). y el 

corrimiento en el centro de masas espectral (CME) hacia menores A. al disminuir la 

polaridad del medio. Estos efectos muestran una tendencia lineal tanto en el corrimiento del 

CME como en el aumento de la intensidad de fluorescencia (figuras 6a y 6b), este 

fenómeno mostrado por parte del mbbm, es de gran importancia para el propósito de scnsar 

los cambios que ocurren en una proteína, ya que los pequeños arreglos conformacionalcs 

que llevan a cabo las proteínas ocasionan que el mieroambientc en una zona específica sea 

mas o menos polar. 
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6.2.3 l\<lutante His164Cys-mbm en diferentes ambientes de polaridad relativa 
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Fi2ura 7. Espectros de Ouorcsceneia de la mutante Hisl64Cy!l-mbm en diferentes ambientes de 
polaridad relativa (mezclas binarias de OD/o a IOOo/o de dios.ano). )....z=38lnm y A._.=400-600nm. 

La sonda fluorescente (mbm) tiene un comportamiento característico importante 

unido a la proteína bastante estable (no' pi:esenta los efectos geométricos ya mencionados) y 

es altamente sensible (mostrando un re.ndimierito cuántico aproximadamente 400 veces 

mayor, A.E. Radkowsky, 1986). con lo anterior se asegura que la sonda efectivamente se 

encuentra unida a la proteína. 

Los espectros de fluorescencia de la mutante Hisl64Cys-mbm presentan un 

aumento en la intensidad de fluorescencia con una pendiente de -64. 7 (figura 7b), y un 

corrimiento en el CME {figura 7a) en diferentes ambientes de polaridad relativa, es decir se 

hicieron mezclas binarias dioxano:amortiguador que mostraron un patrón muy similar al 

del mbrn-cys. Un dato significativo es que la pendiente de la intensidad fluorescente es el 



doble en comparación con e! mbm unido a cisteína por lo tanto este dato también refleja 

sensibilidad mayor del mbm unido a la P.roteína. 

El aumento en la inten:sidad. de·:nuorescencia y ~I corrimiento dcl_ CME .hacia 

menores A., corresponde a - Iá dlsmin.;é:ión :•élé' la; polaridad . relativa del medio (cuando 

aumenta la concentración .de di¡.,x¡:.'rii:l); -c;~ri-_16 anterl¡:;r•:5;;; c:(;ilcluye que a.1·b~tar~cllsando el 
-.. ' .·~.-· .. ; . ··. ·:'· ··:_.··:\~'-.-. ~ _-- .. _:.:.;':.'_ ·:_:>t ;"::;.-~::- ... :~;y{_;-.-·:.:~:;:··::.~.::_-.. ~·.,;~_'.';:_~,.,-._:~: __ ,,j' ,-. ,:~.:~_-. -~:.;": ,_ ~: •. ~ ... ,__; _.::·:;-_' . ,:;:._~': :~ .·;_;~;.,~, .. ~ ;·_·---~ _·, .--. -" -·-- > 

ambiente del m•bm~ este•.lllan~ie~rsÜs~arattéris~icas espectr~scó~icas (inte,nsidliay CME) 

:::23~!~~11j~'ti~~~¡1111r~11 ii:;fü;;:; 
> .. :.~ .J ·i·:·:¿'.;;~,:-~);_·,~.- ';j"-:'.~.::,:.<''.; ,;~.'·::~·-2''.t, :_;:·:¡¿j:" ~: <,:_>>i' 

su actividad y estabilidaci'a'pe>1'~ri&iéiés rrii..~-B~J~: l'~i-1/~;:ci ritihsti:6 ~r~i:fo~ú;; de rnostrar 
' -- :, .. ,. -- ,._ ;_·.·. ' :·-i· ",~-,.· ,. -- . '.,":>:·:., . ;'.·. 

los efectos del t?lbm cori el a~bi~nt~ tm1tc:> lá pirr~id~'ct.c'~ctl~idad córriq Í~ desestabilización 

de la enzima no son factores que intluyendirectam~nte en'elefé¿to mostrado por parte del 
' ,· " . . .· . -, .,; 

mbm. 
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6.3 Mutante His164Cys-mbm 

Fiaura 8. ~ Muta•te His164Cy• (co•formero T). E• la P8rte central se ob9erv• la po•iclón de la mutaRte 
en dos monomero. en la parte izquierda !le muestra la superficie en una vi•ta lateral y en la parte 
derecha se preseata el ambiente por parte de lo• aminoácido• circunvcciaos. 

Tabla l. Área •upcrfieial accesible a 110lvente• .. 

Mutante 
His164Cys 

Confórmcro T (A2
) 

137.66 

Confórmcro R (A2
) 

114.74 
Diferencia T-R (A2

} 

22.92 

En Ja figura 8 se ntucstra la región en la cual se llevó a cabo el marcaje de la 

enzima. esta posición cuenta con un área accesible al so1vcnte de 137.66 A2 en el 

confórrnero T, (estado en el que se lleva a cabo la modificación química) y una distancia de 

27.94 A entre los residuos más cercanos de cada monómcro, que es una distancia 

considerable para que puedan interaccionar entre ellos. Con la introducción de la sonda 

fluorescente se puede scnsar los cambios de área accesible al solvente entre los dos 

confórrncros de la enzima (confóm1cro T y R), aprovechando la gran sensibilidad del mbm 

a los cambios de ambiente. con esta información y con datos de área accesible al solvente, 

estructurales y cinéticos se pueden relacionar con la transición entre los confórrncros T y R 

que presenta la enzima GlcN6P desaminasa. 

5 Irnagcncs realizados con el programa PyMOL is Copyright 1998-2003 by Warrcn L. DcLano of 
DeLano Scicntific. San Carlos. CA. USA. 

6 Calculas realizados con el programa GETAREA 1.1 a partir de las estructuras cristalográfica l HOT.pdb 
y IHOR.pdb. 
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En la posición 164 los aminoácidos que se encuentran directamente interaccionando 

con el mbbm a un radio de 5 A se presentan en la tabla 2. 

Tabla 2. Amiaoácidos de la ició• 164 a un radio de S A. 

Leu-162 
Thr -163 

Asp-165* 
Thr-166 
Arg-167 
Val-168 
Ala-169 
Val-178 

Lcu-162 
Thr-163 

Asp-165• 
Thr-166 
Arg-167 
Val-168 

•aminoácidos que transncrcn electrones 

En esta posición solamente el ácido aspártico se encuentra entre los aminoácidos 

que transfieren electrones y que pudieran ocasionar un efecto de apagamiento (Yu Chcn, 

1 998), es importante notar que el confórmcro T tiene interaccionando dos aminoácidos más 

(Ala 169 y Val 178). 

6.3.1 Apagamiento de la nuoreseencia 

El efecto del apagamiento de Ja fluorescencia con el KI en esta mutante muestra un 

proceso bifásico de apagamiento, en el cual en una p_rimera fase este efecto es más notorio 

con una pendiente de -153.80 y en una segunda con.tina pendiente de -1 l.29 (figura 9a). De 
. --~, -

manera general se refleja la interacción entre':ci·s~Íl~or y el KI con lo que se muestra que el 

mbm se encuentra en una posición_ acccs.lble al solvente y con un patrón de apagamiento 

definido por estas dos fases de apagamiento. Este cambio en pendiente muestra, que el 

proceso de ap_agamiento se pueden relacionarse con la pequeña asimetría que presenta la 

estructUra cristalográfica en la cual tres de las posiciones mutadas en cada monómcro 

presentan contactos clifercntcs con respecto a los otros tres restantes. 
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Fi1:ura 9. Espectros de nuorescencia de la mutante Hi!ll64Cys-mbm titulándola con KI (apa2amiento) 
A. •• =38lnm y A...,=40~00nm. 

En el apagamiento de los fluoróforos naturales de las proteínas intervienen 

diferentes factores entre los cuales podemos mencionar el apagamiento por interacción 

directa con el solvente, por transferencia de protones y electrones por parte de los 

aminoácidos de las cadenas laterales (Yu Chen, 1998). 

6.3.2 Cinética a diferentes concentraciones de activador 

La cinética de la mutante His164Cys-mbm con diferentes con.centraciones de 

activador, son ajustadas tanto a la ecuación de Hill como a la de Michaelis-Menten según el 

comportan1iento más adecuado que muestran los resultados, en este caso las cuatro 

concentraciones más bajas son ajustadas a .la ecuación de Hill con una~ de 0.978 y las 

TESIS CON 
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ultimas concentraciones (más altas) son ajustadas a la ecuación de Michaclis-Menten con 

una r2 de 0.990. 

0.50 His164Cys-mbm 

0.45 

0.40 

0.35 • 
0.30 

rn 0.25 
::E ...=:: 0.20 > 

0.15 • O.OOOmM 

0.10 • 0.025mM .... 0.100mM 

0.05 
.... 0.150mM ... 1.000mM 

0.00 
o 2 4 6 8 10 12 

GlcN6P (mM) 

Figura 11 .. Comportamiento cinético de la mutante Hisl6-1Cy!l-mbm a dif"erentcs concentraciones de 
activador. · · · 
Modelo: H.ill 
Condición: O m.."1. activodor 
V.,.. 0.300 µ..'1 s·• kc.r 10.00 ,·• 
K.,_. S.87SmM 
h 2.642 
Condición: 0.02S mM activador 
V~ 0.310 µ..'1 s" 1 ke.,1 10.33 ,·• 
K.,_. 4.810mM 
h . 2.900 
Condición: O.lmM activador 
v_ o.313 µ..'1 s· 1 kc.1 10 ... 3 ,·• 
K.,_. 3.726mM 
h 1103 

Condición: O.lSmM activador 
Vmiuc 0.322 µ.."1 s" 1 

K.,_. 2.980mM 
h 1.943 

Modelo: Michaclis-Mcntcn 
Condición: 1.0 ~"1 activador 
v_ 0.471 µ..'1. s·1 

K,.. 0.864 m.."1 

10.73 !11 

15 .. 70 ,·• 

Los parámetros cinéticos nos muestran de manera general el efecto que produce el 

activador a la enzima, en cuanto a su actividad manifestada por su kcat la cual se incrementa 

al aumenta la concentración del activador desde una leca, de 1 O a 15. 70 s- 1• sin embargo este 
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parámetros no es el más representativo del efecto que lleva a cabo el activador; pero si lo 

son las Ko.s y las KM donde se observa que al aumentar las concentraciones de activador 

estas disminuyen de manera importante. lo que indica que la afinidad~del substrato se 

incrementa de manera considerable y por lo tanto se vislumbra que el activador favorece el 

confórmcro más activo (confórmcro R). 

6.3.3 Titulación con activador en nuorcsccncia 
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Fi2ura 12. Espectro• de nuorcsccncia de la mutante Hi•164Cys-mhm activador~._=3Hlnm y ~=400-
600nm. 

En Ja titulación de la mutante His 164Cys-mbm con el activador se observa un 

aumento en la intensidad fluorescente con un CME constante. este comportamiento en los 

espectros refleja un cambio en el microambicnte por parte de la posición 164 y como 
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consecuencia también un cambio en la enzima. comprobándose el efecto mostrado 

cinéticamente. 

Este fenórT;eno lo podem-os correlacionar estiUcfuniimcnte gracias a que se cuenta 

con las estructuras.éristalográficas de los confónne.-os de.}a enzimn: ·co,.; activador en su 

confónÚer~ Rt11-IbR.) y,siTI activado.- en su confÓrn1er~'T,Cl~OT;; ~ómo la posición 164 
':·'.(:-;_;:'iL~::./' ".-,:,.-.. _. .-... , __ ·..:-. ...• '-" .. ~1:-.'-' ·~,_--,., ,.:;,:;:'?·;~·:/· 

en el confónncro.Rºse encuentra menos accesible al solv'ente (pasa'a,útl.:'microambiente más 
·: '.<_:.::. · :-::.:~~-::<.'.:·~:~ ,·::: :_': ·_: _, . _: ::·::_: . .:_ :<_::<:"<~~~ -~>'.: ;_.~?:;t:'f :~_~/::.::_~'f.I~::·::.:~;'.::.-<· :~::'!·:·:~,· .<'_:· · · -:.··. 

hidrófobico; '. tabÍa.; 1. 'pagina 46), presenta un. auméi;í(i dé !1a: i'Tli:fulsidad 'de' nt:ió~sccncia 
( - '•"e•" - ., '• • • •· _};::'.).~·;:'.~k::'.>'.k~~;;ó~~;.i,;,;_·~~~1.:\'.:~i:i::~~))'·{{;;.;:,/::~.-:~:':·:<·~'.:_:;·;.~ -

0 cuando 13.f~~ima'p~a de ~u confóm1e.-o Tal ~ como:se¡~uestra'enJos'espectros de .la 

mutante'e;~:1.~s\diferentes ambiente de ... Pº1D:f*1d·;~sii 9-,~~'?:~~~~;~Mt:~;>,~'~-~i~c'.i~bio de 

microaml:>ié~te,~Tll.;s aminoácidos es muy.pc.c¡u_~fi~~;~_ ;o. s'.'Í?'l_.ff;f~ii,~nsi_~ü}&~del mbm 
-:'>:.·. 1 ·,,:- . ·-· .. ·,-·.<;·:.:::<e:':·-· ... :._,..~.·,,;.:·.·<•"'.'·)·~.::. ·;-:,":,- :>··_, .. <- ,_· _ , . 

es posible.determinar estas pequeñas variaciones:;quc .. ocurrcn'ii~.nhicl':molcculár:cntrc los 
- , __ ., ':: ·" ···.·-· - '·"'':-'!:.'".-'.-'>< .< ·;i-": 

dos confól"rric.-cis. ~'ar lo tanto. cst~ f~nómcno ~c~~I~; I~. tr;}risi~ióri c:'6nfonnack>nal: entre T y 

R en s~luci~n.'. ',·, j 
Éii la tigi!ra''.12.a: donéle'segraficali(dfre~criéiií dc.inténsÍdadcs fluorescentes (lo-I) a 

'~,'·:··· -:.i;-: ,··'e' Y:: .''' ~ 

partir de la. A;;,.,. _éon respecto a la concentración cic. aetivador. nos refleja el cambio 

co~formaciJl'ial_ :que se lleva a cabo, donde se observa·· que- este cambio es mayo~ a 

concentraciones mínima. lo que se reflejaría en una mayor afinidad en estas 

concentraciones; asemejándose este comportamiento con los datos cinéticos. también se 

visualiza que aproximadamente se requiere de una concentración de 1 mM de activador para 

que se lleve a cabo toda la transición conformacional. 
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6.3.4 Cinética a diferentes concentraciones de inhibidor 

0.4 • •--
• • -----· • 
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• ... 6µM de GlcN-ol-6P 

• • 12µMde Gc:N-ol-6P 
o.o 

o 2 4 6 8 10 

GcN6P(rrM) 

Fi2ura 13. Comportamiento cinético de la nautante Hisl64Cys-mbm a diferentes conccntruciones de 
lnhlbidor. 

Condición: OµM de inhlbidor 
!\.1odclo: Michaclis-Mcntcn 

Condición: 6µM de inhibidor 
Modelo: Michaclis-Mcntcn . 

V,,_. 0.428 µ...'-1. s·I ~1 l l. 709 s" 1 V.,.. 0..339 µ...\.1 s"1 ~ •. 9.143 s·• 
K., 1.403 m.'1.1 
Condición: 2µM de inh.ibidor 
Modelo: Michaclis-Mcntcn 
Vnwu. 0.423 µ.."1 s·1 k..s1 11.572 s" 1 

K., 1.626 m.'1.1 

Ka..t 2.024 m.\.1: 
Condición: 12µ.."1 de inhibido!-: _. 
Modelo: Michaclis-Mcntcn · ; .. 
V~ , 0.21 (,_j.M -~• S.4SS s·• 
KM '2.139 m.M:'. 

En la figura 13 se presentan las cinéticas de inhibición, las cÚalcs són ajustadas a la 

ecuación de Michaelis-Menten, mostrando de manera general un aumento en la KM y una 

disminución en la K.:,., lo que indica una disminución en la afinidad por el sustrato, efecto 

contraria al que muestra el activador. Este inhibidor es un compuesto análogo al substrato, 
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por lo que se considera un inhibidor competitivo con una K 1=3. 7µM y por lo tanto tiene una 

mayor afinidad que el sustrato con una diferencia al menos de 3 órdenes de magnitud. 

6.3.5 Titulación con inhibidor en fluorescencia 
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Fie;ura 14. Espectros de fluorescencia de la mutante Hlsl6..aCy!l-mbm inhibidor ~ ... =381nm y ~ ... --400-
600nm. 

En la figura 14 se muestra la gráfica entre la concentración de inhibidor y la 

intensidad fluorescente. donde esta intensidad no cambia considerablemente en 

comparación con el activador (figura 12. pagina 50). éste poco cambio se puede visualizar 

en la figura 14.a donde se presenta una ampliación de los valores mínimos y la dif'crcncia 

de cambio es casi imperceptible en toda la titulación; la intensidad fluorescente mantiene el 

CME constante (487nrn). 
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Por lo tanto la titulación con el inhibidor competitivo nos muestra que el cambio 

conformacional no se lleva a cabo con este ligando, ya que las intensidades fluorescentes de 
'' . ' . . . 

la sorida uriida a la eriZima{mbbffi);.~e'mahtfotlc coristarifc'a! incrementar lacoricentrilCión . 

del inhibidor. sin embargo~eiil:~,rio.;~;_.¡;;r.;:,decir;,quc al llc~ar a c~bo~ia c:>ltálisis ·con el 

sustrato (Gl':N6.f')·oc~~Jc/~is~?)f::st~.rci;uJt~clof1osÍnclica q~.; lact'..zin:la'no Jiéva, a cabo 

algún movimi~n'to c~.:a'ie>,.;.;;~~ion~l ~l idt.;r~cciol"l~rcol"l el lnhlbldor, a pes~~ de ser ~uy afín 

a la enzima (K¡=3:7µM). 
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6.4 Mutante Ser171Cys-mbm 

Fi¡:ura 15. Mur-te Serl71Cy!'i (c:onrormero T). E• la parte ceatral »e 1DIU!Stra la po!dcióa mutada en 
f'orma -=:ener11l. a la izquierda un acer&.""amicnro. mostrando la superficie y a la dcr1...~ha el n1icroarnbicntc 
de la posición. 

Tabla 3. Área superficial accc,.;iblc :.a suh:c11rc. 

Mutante 
Ser171Cys 

Confónnero T (A2
) 

5.88 

Confónncro R (A2
) 

7.34 

Tabla 4. Amlnoácido!I de la nosición 171 • un rmdlo de S A .. 

Thr-166 
Arg-167 
Val-168 
Ala-169 

Asn-170* 
Arg-172 
Phc-173 
Phc-174 

Asn-176* 
Asp-177* 
Val-178 
Val-181 

Arg-167 
Val-168 
Ala-169 

Asn-170* 
Arg-172 
Phc-173 
Phc-174 

Asp-175* 
Asn-176* 
Asp-177* 
Val-178 
Val-181 

•aminoácidos que 11'11ns0eren eh."Ctrones 

Diferencia T-R (A2
) 

-1.46 

La figura 15 muestra de manera general la posición a scnsar. en esta nlutantc, esta 

posición tiene poca área accesible al solvente en el estado en que se modifica, además de 

que entre monómeros las posiciones se encuentran a 20.43 /,. de distancia lo que puede sc-r 

un factor para que la enzima pierda estabilidad y movilidad. Los aminoácidos que se 

cneucntrun a un radio de 5 A con respecto a la posición 171 (tabla 4), presentan clifi:m;mtc 

interacción en cada coruónnero (T y R), el Thr 166 se observa en el estado T y el Asp 175 

se observu en el. estndo R, este cnmbio puede influir en los experimentos de fluorescencia, 

1 'i" ""!. \ '; 

\_J __ _:_. -
("~()"\:f l 

. ' :· ·~ ~¡ 1 ___ _:_-::.i:~ j 
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ya que el Asp es un aminoácidos que es capaz de transferir energía por medio de 

transferencia de electrones. 

6.4.1 Apagamiento de la nuorescencia 
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o 0.0050M 
A 0.0075M 

" 0.0100M 
v 0.0125M 
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0.0488M 
0.0718M 

1 1 
520 540 

fi2ura 16. Espectro!I de Ouoresccncia de la mutante Scrl71Cys-mbm titulándola con K.I (apa.:amicnto) 
'-..=38lnrn y "-...=40-00nm. 

El apagamiento de la mutante Scrl 71Cys-mbm mostró una sola tendencia (figura 

l 6a). sin mostrar una doble tendencia como en el caso de la H is l 64Cys-mbm. los espectros 

de fluorescencia son relativamente diferentes a los observados con la mutante Hisl64Cys-

mbm (figura 9. pagina 48). en lo que concierne a la forma del espectro; variación que es 

una buena señal de que la posición modificada tiene sus propias características. Con los 

datos de área accesible al solvente mostrados en la tabla 3, esta posición muestra una menor 

accesibilidad al solvente que la posición 164. por lo que la sensibilidad del mbm disminuye 

considerablemente. 
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6.4.2 Comportamiento cinético 

Los datos cinéticos.obtenidos de la mutante Serl71Cys-mbm son diferentes a los de 

la enzima silvestre y a los de la enzima dcscistcinizada en lo que respecta a la actividad 

(K.,,.1), mostraron actividades bajas del orden de 3.49 s·• (un 97% menos con respecto a la 

enzima descisteinizada), pero sin embargo mantiene propiedades de coopcratividad en 

ausencia del activador (con una h de 2.41). 

0.28 Ser171Cys-mbm 

0.24 

• • 
0.20 • 
0.16 

(1) 

:;o 
0.12 ..=:, • OmM act 

> • 1mM act 
0.08 

0.04 • --0.00 
o 2 4 6 8 10 12 ·.14 .- . · 16·· 

GlcN6P (mM) 

Figura 17. Comportamiento cinética de la mutante Serl71Cys-m~m;·-, 

Condición: Orn.."1. activador 
~iodelo: HUI 

0.038 µ.'1 ··' 
8.222 m...'\.t 
2.419 

0.157 ,·• 

Condición: 1 mM. actiVador 
l\.1odclo: Mich:1clis·Mentcn 
v~ 0.236µMs·• 
le,.. 2.454 rn.'\.t 

..... 3.494•º' 

Este comportamiento cinético es atribuido principalmente a factores relacionados 

con la zona en que se realizo la mutación, ya que esta posición se encuentra orientada hacia 

la parte interna de la enzima, además de que esta situación hace más dificil la modificación 
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química aunado a la poca área accesible al solvente con que cuenta esta posición (5.88 A). 

Con todo lo anterior esta nlutante se comporto en general muy inestable tanto en los 

procesos de purificación como en los de modificación químiCa obtCriiCndo tiria cantidad 

mínima para procesarla. 

6.4.3 Titulación con activador en fluorescencia 

En la figura 18 se observan los espectros de tluorescencia de la mutante Serl 7 lCys-

mbm al ser titulada con activador. mostrando una disminución en la intensidad fluorescente 

al aumentar la concentración del activador (efecto contrario al que muestra la mutante 

His l 64Cys-mbm). 

100 Ser) 71 cys-m bm 

80 

60 

40 

20 

4~0 1 
460 

1 
480 nm sÓo 5~0 

~~1~-;;.·- ~ - . - . . 
at- ·• r.kNAo!t>P~m,_;l • ...._ 

--i:ll- O.OOOmM 
-o-0.162mM 

0.323mM 
· 0.483mM 
0.643mM 
0.802mM 
0.960mM 
1.117mM 

---1.274mM 

5~0 

Figura 18. Espectros de Ouorescen&:ia de la mutante Scrl71Cys-mbrn con activador., A.....=381nm y 
:A.,m=40G-600nm. 

Este efecto muestra una tendencia lineal pero irregular (figura 18a). esta posición 

muestra una desventaja ya que el cambio de área superficial accesible al solvente es mínima 

( 1.46 A 2 ) entre el confórmero T y el R lo que hace que la posición no tenga un gran cambio 
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de ambiente y por lo tanto el mbm no es tan. sensible a este cambio. Al ser· un cambio 

negativo nos indica que se encuentra más accesible la posición en .el confórmcro R y al 

por lo tanto la titút~~lón :en\ 
0

ei activad;;; nos fila'ttifi~~~a:,'~i:~;eí!~c:~~a~~¡.. favorece al 

confómiero R; )~~~.t(¡Ü~ ..;stii míltante llos · ;nu~~tra un. ef~cto: contrarl~ ·a . i~ ri:iutante 
•-'~- - ,,_, .. ; "' . \· :- . '· .. ··.· 

His164Cys::~i:.m :'en cuÍl~t~,~ · 1~ t'tli"6re~c~ncirL n~~··. i.t'ctic~· que .exist..;;-.u~~.retación ·con ·los 
·'·· •·:< 

datos de acce~ibifüfud al sC>l~ente que predice este comportÍlmiento nuorcsccnte, 

<.~·· 
6.4.4 TÚula¡;¡c)n ~o~ i~hihÍdor ~n nuorcsccncia 
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Filil:ura 19. Espectros de fluorescencia de la mutante Serl71Cys-mbn1 inhihidor Ae .. =381nm y A...n=400... 
600nm. 

En la mutante Serl71Cys-mbm al ser titulada con el inhibidor muestra una 

disminución en la intensidad fluorescente. con un cambio no muy considerable entre cada 

punto debido posiblemente a los mismos argumentos que se exponen para el caso de la 

-------------------------

--;:;:;;:.:;-;,·,. ,, 
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titulación con el activador. La tendencia que muestra la titulación no es muy representativa 

puesto que esta titulación se realizo con pocos puntos por !a poca estabilidad mostrada por 

parte .. dc lamutanctc~al rcaliiarc lantutac:ión.ºsiri-cfrnbarg() es ·notorio queccl efecto• de la 

disminución de la intensidad de fluorescencia se presenta (figura l9a). 
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6.S Mutante Phe174Cys-mbm 

Flicuni 20. Mutante Pllel74Cys (collformero T). IE• la parte ce•fMll 9e m•eatr• la poaició• mutada e• el 
hes.amero. en la parte izquierda se eacuentra u• 1110nomcro mo11ln1ado •u acceaihilidad al 11olveatc que 
presenta esta posición y en I• parte derec•a se obserwa el microambie•te. 

Tabla S .. Área 11uperfklal accesible a solvente. 

Mutante 
Phe174Cys 

Confórmero T (A2
) 

8.62 

Confónnero R (A2) 

9.87 

Diferencia T-R (A2
) 

-1.25 

La mutante Phe174Cys posee caracteristicas semejantes a la mutante Serl71Cys 

corno las que se pueden observar a partir de la figura 20 y la tabla 5, las principales son la 

poca área accesible al solvente en el estado a modificar (confórrnero T) y el cambio de 

ambiente hidróf"obico a hidrófilico en la transición el cual es mínimo (1.25 A 2). 

Tabla 6. Aminoácido• de la telón 174 a un radio de S A. 

His-81* 
Glu-83• 

Asn-170* 
Ser-171 
Arg-172 
Phe-173 

Asp-175* 
Asn-176* 
Asp-177* 
Gln-180* 
Val-181 

Glu-83* 
Asn-170* 
Scr-171 
Arg-172 
Phc-173 

Asp-175* 
Asn-176* 
Asp-177* 
Gln-180* 
Val-181 

•a1Dlnoácldos que tnansfierro cla::truncs 

En la tabla 6 se presentan los aminoácidos que se encuentran en contacto directo a 

un radio de 5 A en los dos confórmcros. siendo solamente la His 81 el único aminoácidos 

que varia de un confórmero a otro, concordando este dato con la poca diferencia que 
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presenta esta mutante en cuanto a su accesibilidad al solvente y por lo tanto su baja 

movilidad de la posición. 

6.S.1 Apagamiento de la nuorescencia 
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FiKUra 21.Espcctros de fluorescencia de la mutante Phcl74Cys-mbm titulándola con KI (apagamiento) 
A...=381nm y A....,=400-600nm. 

En la figura 21 se muestra los espectros de fluorescencia del apagamiento con el 

KI. este efecto muestra una relación lineal como se observa en la figura 2 la. este 

apagamiento es muy similar al mostrado por I~ mutantes anteriores (Hisl64Cys mbbm y 

Scrl71Cys mbbm). Sin embargo también muestra un espectro característico. 

CT'I' C!'i <:' (' ()11\ \ .t!.1 ;..;:.•..' .......... j '1 

' '· ." ... " .... ,. ... _:;,1' 
\, ... ' 1 l. . ·····::!_J 

1 1 .• _._ --·- • • ~ • . --·-

62 



6.S.2 Comportamiento cinético 

El comportamiento cinético de la mutante (>hcl 74"Cys-m\)m es muysimilar al de 

la mutante Ser! 71 Cys-mbm, mostrando pequeñas _diferencias con respecto a ésta. aunque 

presenta una actividad mayor que Ja. mutante. Serl71Cys-mbm y menor a la mutante 

His164Cys-mbm, con una pérdida de,_activi:cfud dél .90% con respecto a la enzima 

desisteinizada. 
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".-;;; 0.2 
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• .,. 
o.o 

_,/ 

o 2 

Pbe174Cys-mbm 

··---------"'.-:-------
4 6 8 10 12 14 

GlcN6P (niM) 

OmM act 
1mM act 

16 

Fi2ura 22. Comportamiento cinético de la mutante Phel74Cys-mbm en '\-"Clocidadc!I iniciale5. 

Condición: OrnM activador 
~fodcJo: Hj)J 

0.213 µ...'1 s·I 
9.4S3 m.M 
1.338 

ke.t 7.11 •.• 

Condición: lmM activador 
~1odclo: ~tichaclis·Mcntcn 
V,,.... 0.296 J.1¿'1 s· 1 kc.,, 9.86 ,·• 
kM 4.189 rtL.'11 

El comportamiento cinético también mantiene sus propiedades de ajuste a las 

ecuaciones de Hill y Michaelis-Menten en ausencia y presencia de activador 

respectivamente, siendo solamente el parámetro h (número de Hill) el que varia 

disminuyendo de 2.4 a l .33 en esta mutante con lo que nos indica una perdida de 

i 
1 
; 

-- ---~~ 
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cooperatividad en ausencia del activador, siendo esta una característica in1portante para los 

objetivos de scnsar los cambios con la unión del ligando de la enzima (activador en este 

caso). 

6.5.3 Titulación con activador en fluorescencia 
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FiJ:ura 23~ Espectros de Ouoresccncia de la mutante Phc174Cys-mbm :activador A.,.=38lnm y A..t...=40~ 

600nm. 

La figura 23 muestra un efecto similar a la mutante Serl71Cys-mbm. disminuye la 

intensidad fluorescente al ser titulada con el activador, esta titulación con activador muestra 

una relación lineal como se observa en la 23a. El comportamiento mostrado por parte de 

esta mutante como también por la mutante Serl71Cys-mbm es esperado cuando aumenta el 

área accesible al solvente, ya que en ambos casos al adicionar el activador a la enzima pasa 

a un ambiente más polar y por lo tanto el mbm tiende a disminuir su intensidad de 

fluorescencia. 
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6.5.4 Titulación con inhibidor en nuorcsccncia 
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Fl¡:ura 24. Espectros de fluorescencia de la mutante Phel74Cys-mbm lnhlbldor A.,.,=381nm y ;....=400-
600nm. 

La figura 24 muestra la titulación de la mutante Phcl74Cys-mbm. indicando una 

disminución en la intensidad fluorescente al adicionarle diferentes concentraciones de el 

inhibidor mostrando una tendencia lineal (figura 24a) continuando con el mismo patrón de 

la mutante Ser 171Cys-mbm. 
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7. Conclusiones 

El marcaje de la enzima GlcN6P dcsaminasa de E. co/i. en posiciones específicas 

con la sonda fluorescente mbbm nos ayuda a monitorear los cambios conforrnacionalCs qUe 

se llevan a cabo en solución. mostraÍtd() ~entajas de esta son~a; como son la gran 
.;: 

sensibilidad de detección a tos.cambios·cl;l'Oclarl~~d'del ~cdio~·;1a ~se~ifléltddelazona 
a sensar (regiones locales), la ~n.:r:~~~Gid~~;~~ Í:i ~Í~'c~ÍJ~-.~~'-~o~ifi~~~¡Ó'd~fa~i~a.- _-

Para disei'lar los_ sitiosº¡~ : ~~~'l~~ %~ ·'d~ 'g;;n '. i~portancla: t;;in~r: en ctiri;¡~ ciértas 
:,,~:;~-'_; ;.'' -,_;,.y'.•~~ . ,;o••.·,,,·,.;. ... '."'·;.~¡_:":... <. - -~ ~~~ ~,¡"~ ~ '( "- ~ - ... :';.,"'.;,;~, 

:ra:::;r;~~,j~~;~;!~~~?{;~~~~~!~~~~~¡~~~f t::I :• 
hélices las cuales.son más establés:para llcvar'a cabo·,1a:nfodificacióri' qUímica~~así -como los 

' ~ ."': ,' ·. \•'.'.: ' .. !'J'( ·: -~ ·\;;;,:- ;.~=~~ -·--· --~/ ';,~~-:.::·;:::;:o'."¿_~:,_ . ;"~ ' ·~-~ ~ i--~ ::::~:1, .. ~: t ._ '.,/_~--\\-.·:...;·, ~, ' ,__,.:; \ .:,-;.: -;t>: -~ '·- .,,_ 

::·:. d::~;;:~ti;~;t~~~l,Ii.1~t~·?J~~~~~t~.~iMf~~;~~t::: 
:::= ~7JEI:.tr~:~,:r~:t~l~lj~.:~~7~!J~~~~~;~p~~{=~:~1: 
necesario. que la~·~oJ~sI~~.~d.;';~·;~i~n"ia~· cistcínas se encuentr~~ ~~pú.;st~ Y: ~~c~sibtcs a 

solvente_. para··~~u~J:~;~I~J~~~~nr's,e~~;ª'tamcnte reactivas. además deque\~¡ª ~tira~ión ºº 
sea crítica•en.su0 -micro;.'ffiJ::ífonte· (contactos entre los aminoácidos a su alredédor). Sin 

•. - • ' ;;;·,_".-_ ,. je'' ';,·'.::A;f' .,·.-:-<::,__-'_~~' ,_--.:·,_;. '·. . ,~. :_' ·-

embargo e si existcn'1'd~t~ínas en zonas internas de la proteína estas no interfl.;r.;ri- en la 
'_._ -·- ··- -- .-

modificación quíai'i-~~ y pueden ser importantes en térrninos de estabilidad de la ~isma. 
Con lo que respecta a la GlcN6P dcsaminasa de E. coli. ésta mantiene sus 

propiedades cinéticas (enzima silvestre) después de la mutación de tres de sus cuatro 

cisteínas nativas y también después de la modificación química. con lo cual es posible 

--·-·--~ T-='' . -._..,~V i 

::__ ___ :'___ _ _ _: 
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scnsar sus cambios conforrnacionalcs que lleva a cabo la enzima con la adición de sus 

ligandos (activador e inhibidor) con técnicas fluorescentes. 

El mbbnt~esun fluoróforo :muy~seÍisible a tos cambios de polaridad del medio, to 
':· 

que hace que se~oi~.;~1par3:_~1·cstl.Í~io:Ci~ !.~s carnbii:>s conformacionalcs que presentan tas 

enzimas, princiipalmentci~; . .::Jaildc(.;~iste'j, rcgi<llle;; dónde se exponen u. ocultan de manera 
-:~~·>>:0.:. :; ?~l-1: ;~.¿~~~~:;~ ~t\}·, ¡-~,.:;;:·o/~:~.< ··:,~' 

considcrable~entrC)l¡;·sjc~nfórl11~'ros•·~r~s~ntc~~fcc)mo en .el caso de,la posiciónt64 en ta 

Glucos1l~inf .tf2:~ll;i~~~~Í~~~~.·1á~;J~::;~·~,;ft ~~c~ás,, cst~ .sot1d11 es' h1l~tante. estable 

cuando ~sta'ü~i~i. 1l~~j~tj:~rb~~í~¡.<~~ •.• ~:~~~J¿iÓ~:~ a:·cstar libre;\ q~'c'':c~i •.· úna •·· manera de 

asegurarnos de' ~t~ e;~~~t~;~~~t~ á~~~J~~~~'.~rii~ ;t t~~:.;:ii~5~; <lé'¿i.~t;~ín.:.··· 
con •.··10;~ ].~.i.i: ;;;(~:::~:;f1ci~,.·Z~t~~i~~~1~~~~~j,~o;;¡~~~.~·,·rf#~~i?f i:; et , activador 

alosterico (GlcNAc6j>) e.·inhibidor competitivo (Glc~7ot~6P);'.;c)'cambio c'onfürfTlacional de 

ta cnzi~a po;i1'.~rte;,,~~ et ~atti~ador'·c; .cÍ ·~~s'.~~.ict~~ri:y~·~t~ ¿~· á:.m~_r11ti.~~ I-us i64Cys

mbm .·(mutante • qúe> funciono excelente),',) muestTa 1; los0J:c~~~tJ~l ~~pcrf:~¿~ • en relación 
'.:? \'.·" ··::;' ,~·f. /; -,-:;:C ~.:·' ·,... '·:: ¡, -,, .. ~¡; ->."•'.:'!'\'!' »: 

:::::::tr~:)t:·11;t:rz:1::~i:::::t:¡~t~~~1f[~J~f~¡¡~~t~~~~:¿~~~~~:~;::.;::::. 
i~-·:: <-.:::,-, ··<-'-~- -·- ;,.._. __ :·;':'::~,-;--<~yF;_::·--~~: -' ,: ._" ~ : :_ --~--;.-~ 

que et.• efccto'·dilución•;al .titUlariséría :cl'.1é::Ón·tra;ib(dis~inuciÓ~,éié;Jainténsidad); mientras 
:~_._---..,_ -:;-·.:':---¡\:-~: _,-~o;.;:~-.:; ~ .·o« .. -~---~';o:."c'-y-.!--:o;->, '-:>;;:~f:;:1_~~?;;~~;-"ct::~-= --, -';--

que tanto. la mutante• Serl 71 Cys~mbm como la Phi:: l 74Cys:rntirn disminuyen su intensidad 

fluorescente c~nco·~dando también con sus datos di;: á;ca ~:~c~sible al solvente, aunque con ... -,; 

menos :precisión. Con lo que respecta a et inhibidor tos efectos mostrados no son tos 

esperados, ya que este inhibidor al ser un análogo del sustrato se esperaba que favoreciera 

el confórmero R y presentara los mismos efectos que el activador. sin embargo este 

inhibidor muestra en todas las nlutantes los mismos efectos. siendo que en la mutante 

Hisl64Cys-mbm tiene un efecto diferente con el activador a las dos mutantes restantes 

{Scr171Cys-mbm y Phet74Cys-mbm). por lo tanto basándonos en los experimentos de 
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fluorescencia (titulaciones con inhibidor y con KI), pareciera que Ja disminución de la 

intensidad fluorescente en todas las mutantes es influenciado por la dilución y efectos 

secundarios (trilri~f~r~itciiÍs~de'eriergÍa)~ ya clllc lá conccritra~iónútilizada c-n t~ tiwtnciorics-
--.,...· • _;<- - • ·- - .. - ... ,e:.:.· . - - - - '· - • ·-. - - --- - -_ -- ._ 

el inhibidor .·•• cinéticaili~ntc ,,(K;;..~ 3.7µM:);'(éo~~-··c;~é~~¡'2se::~o.;cíuyc :que' la·. transición 

conformaciona1 de~-•ª:~ s~ú;~~~·I~"~~~~i~~;~~¡;~tc con•• ciacti~ad~r~ sin descartar 1a 

posibilidad de que ei ~~~~01:¿Ga;¡~;. sin ·~CduCÍr) ta~bién ocasione la transición al 

confórmcro ~por el.mismo tloti:cim~c~nJsmo. 

TESIS COJ\T 
F'ALT A 'L···,·;;- • , .... •; i 

-' '~. v. ·-~:.Lil\l 
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8. Propuestas 

Utilizar esta técnica para scnsar cambios en diferentes receptores farmacológicos para 

el diseño de fármacos específico. ya que se. pueden· realizar marcajes en ·sistemas para 

estudios in vivo. 

Las mutantes a las cuales se ·stistituy~ el residuo en cuestión por un iésiduo de cistcína 
::: : . ' ~ ' 

tienen una gran ventaja. y·a:qi.es.¡;, pÜcdé'n r'eaiiza~·~l:>difiC:áciollcs químicaS con diferentes 

'ºº~ =~il{~~t~,~~~~&~f ~tt~1b,~ fl•cruoc;onc• en 

2. Medición· CteKéti~~!;1'cias ~Yai/tra\í.5s:c:'é:icrl'.FRE:T; cf~~s~~~ncia . de Energía por 

Fluorescencia ·¡~ i~~~n~~ciaj0~~~ 'c<iri!~8~f:r.~stb: c~bÍos conformacionalcs. y 
·;'.. ··:)~; .·J:,~J~3·' ! .,,., - ·-·. 

obtener dominios ca~Cti::rísticos dé. movil ictaÍ::lcs: 

3. Estudios con otros scnso;..;~; ~·Íré:r~n~l!~.a'!~~.;flt'.J~~csccntcs como .los de tipo NMR y 

EPR. que nos proporcionen informaci_ón a niv_cl subpoblacional (detalles por zona o 

dominio de la enzima); 

""'l f¡;(!H' ('Q~T -!\.·!-•) .... , .• \J 

FALL.t: .. J.Jli: GHIGEN 
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9. Anexos 

9.1 Protocolo de cinética 

.. Facultad de Medicina UNAM Departamento de Bioquímica :k..'." .: :a Laboratorio de Fisicoquímica e ingeniería de Proteínas 

f~~;:!;~~i PROTOCOLO DE CINETICA 

CURVA PATRON 
Tubo H20 Fructosa lmM ,..., (Fructosa) Abs 

,,,n lull -~ ~~ -~ C'l:jl 
mM 512nm 

1 200 o ~?~=:] 
2 190 10 SS:d~S>-

3 180 20 
c..-ouC..O 

~~~~] 
4 160 40 r"I e r- e: 

5 140 60 
coC"'" co8 
~a ~ ~ = 

6 120 80 B ~~ 8 ~ ~ 
7 100 100 ..S<ci.S~:ñ 

MEZCLA SIN ACTIV ADOR 
lTUBO tOTUBOS 

Tris HCI (IM) pH=7.7 20µ1 200µ1 
EDTA (250rnM) 20µ1 200µ] 
H20 soµI sooµl 
Total 90µ1 900µ1 

MEZCLA CON ACTIVADOR 
lTUBO lOTUBOS 

Tris HCI (IM) pH=7.7 20ul 20oul 
EDT A (250rnM) 20µ] 20oul 
H20 48µ1 480µ] 
GlcNAc6P(IOOmM) 2µ] 20µ1 
Total 90J.d 900UI 
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Facultad de Medicina UNAM Departamento de Bioquímica 
L•bor•torio de Fisicoquímica e ingeniería de Proteínas 

PROTOCOLO DE CINETICA 

SIN ACTIV ADOR 
Tubo GlcN6P H20 .l\<lezcla Enzima e [GlcN6PI Abs [fructosa) 

lOOmM (µI) S/act 20nM ..., 
] final mM 512nm mM 

(ul) (ul\ 
o 
>. 

1 l 99 90 10 ·~~ e v::; 0.5 ·5 .. 
2 2 98 90 10 c5 :=.. :: ] 1.0 

~o 3 5 95 90 10 o- a >. 2.5 
4 6 94 90 10 

c.- c. o 
f;-'~ .f;-'~ 3.0 

5 8 92 90 10 ~eg~~ 4.0 
6 15 85 90 10 ~ 'ii -~ ~ ~ 7.5 
7 20 80 90 10 a~iQa~ 10 
8 30 70 90 10 .5<~.5'-=-J 15 

CON ACTIV ADOR 
Tubo GlcN6P H20 .l\<lezcl• Enzima 

Ji 
[GlcN6Pl Abs [fructos•) 

lOOmM (µI) C/act 20oM 
Jl fin•I mM 512nm mM 

(ul\ (ul\ o 
>. 

1 l 99 90 10 ·~~ =;:;::; 0.5 
2 2 98 90 10 

·e ~ 
1.0 o~ o ... 

~o -~ 
3 5 95 90 10 o - a >- 2.5 
4 6 94 90 10 

c.- .,_ o 

~~~~] 3.0 
5 8 92 90 10 ...,ese-e: 4.0 
6 15 85 

ca,.....·- ~ o 
90 10 :ai,<j,~:a~ 7.5 

7 20 80 90 10 ~~e~~ 10 
8 30 70 90 10 .S<~ .s~ 15 
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9.2 Tabla de propiedades de solventes orgánicos 

Punto de Punto Solubilidad 
ebullición de Densidad en a.:ua Polaridad 

Soh;ente Fórmula (°C) fusión (g/mL) (g/lOOg) relativa 
{"C) 

Acido acético c,H.,o, 118 16.6 1.049 M, 0.648 
Acetona C,H,,O 56.2 -94.3 0.786 M 0.355 
Acetonitrilo C2H1N 81.6 -46 0.786 M 0.460 
Benceno C,J-1,; 80. I 5.5 0.879 0.18 0.111 
1-butanol C4H100 117.6 -89.5 0.81 7.7 0.602 
2-butanona C.J-1.0 79.6 -86.3 0.805 25.6 0.327 
Alcohol r-butilico C4H100 82.2 25.5 0.786 M 0.389 
Tctracloruro de CC4 76.7 -22.4 1.594 0.05 0.052 
carbono 
Cloroformo CH Ch 61.2 -63.5 1.498 0.8 0.259 
Ciclohexano C6"12 80.7 6.6 0.779 <0.1 0.006 
dietileno 21icol C4H oO, 245 -10 1.118 M 0.713 
Dif;dvrne C.J-!1403 162 -64 0.945 M 0.244 
dimctoxv-ctano C4H1002 85 -58 0.868 M 0.231 
dimeti!fonnamida C,H7NQ 153 -61 0.944 M 0.404 
(DMF) 
Dimetil su!foxide C2H60S 189 18.4 1.092 M 0.444 
(DMSOl 
Dloxano c,u,.o, 101.l 11.8 1.033 M 0.164 
Etanol C2H60 78.5 -114.1 0.789 M 0.654 
E ter C4l-1100 34.6 -116.3 0.713 7.5 0.117 
Acetato de etil C4H.02 77 -83.6 0.894 8.7 0.228 
Etilen!!lico! Col-1,;0o 197 -13 1.115 M 0.790 
Glicerina c,1-1.0, 290 17.8 1.261 M 0.812 
Heotano C7H1,; 98 -90.6 0.684 0.01 0.012 
I-lexano C6"t4 69 -95 0.655 0.014 0.009 
Metano! CH..O 64.6 -98 0.791 M 0.762 
metil r-butil eter c,1-1,20 55.2 -109 0.741 4.8 0.148 
<MTBE) 
Cloruro de metileno CH,Cb 39.8 -96.7 1.326 1.32 0.309 
Pentano C,H12 36.1 -129.7 0.626 0.04 0.009 
1-orooanol c;1-1.o 97 -126 0.803 M 0.617 
2-orooanol c;1-1.o 82.4 -88.5 0.785 M 0.546 
Tetrahidrofurano C.J-I.o 66 -108.4 0.886 30 0.207 
tTHFl 
Tolueno C7H• 110.6 -93 0.867 0.05 0.099 
Al!ua u.o 100.00 0.00 0.998 M 1.000 
Agua, deuterio D20 101.3 4 l.!07 M 0.999 
<D·O) 
o-><Yleno CMHto 138.3 13.3 0.861 1 0.074 

7 La solubilidad es completamente miciblc en agua. 
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